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APRESENTACAO

Este E-book intitulado Atualidades e Fundamentos em Reprodugio e
Desenvolvimento tem por escopo apresentar a evolugdo das pesquisas académicas que
possam auxiliar nos aspectos clinicos e morfopatologicos da reprodugao. Os mais variados
e diversos trabalhos académicos, presentes nesta obra, tém por fundamento contemplar os
avangos cientificos para a area da reproducgiao e do desenvolvimento, sendo apresentado
estudos de grande relevancia e contribui¢ao sob novas técnicas e métodos para as areas tanto

da reprodu¢ao humana como animal na contemporaneidade da ciéncia.

Tenham uma boa leitura!

Victor Hugo V'ieira Rodrigues

Aderson Martins Viana Neto

Mayra Carvalho Petelinkar
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ICSI

Oocito humano

morfolégica, também denominada de dismorfismo oocitario. O
objetivo deste trabalho foi promover uma revisao de literatura
sobre dismorfismos odcitarios e a sua correlacio com os resultados
de biotecnologias reprodutivas, visto que ainda sio escassos
estudos mais aprofundados com énfase nesse tema, viabilizando
assim uma atualiza¢ao. Foi realizada uma pesquisa bibliografica em
plataformas de artigos cientificos, como Pubmed e SciELO,
utilizando os seguintes descritores: “dismorfismo oocitario”,
“morfologia oocitaria”, “FIV”, “ICSI”, “od6cito humano”. Os
dismorfismos podem ocorrer devido a fatores como idade e
problemas genéticos, além de fatores relacionados com o
tratamento reprodutivo propriamente dito, como por exemplo, a
hiperestimula¢do ovariana e o ambiente hormonal ao qual o o6cito
¢ exposto. Ha bastante controvérsias na literatura com relagao a
classificagio da morfologia oocitiria e a sua correlagdo com o
desenvolvimento embrionario e a taxa de gravidez definindo o
sucesso das biotecnologias reprodutivas.
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CORRELATION BETWEEN OOCITARY DYSMORPHISMS AND
RESULTS IN REPRODUCTIVE TECHNIQUES

ABSTRACT

For the success of assisted reproduction, it is necessary that there
is a careful selection of gametes, which will make it possible to
achieve better clinical results. Oocyte quality is a key factor for
female fertility, since it reflects on the gamete's development
potential and, consequently, on embryonic development. Studies
related that about 60 to 80% of mature oocytes present at least one
morphological alteration, also called oocyte dysmorphism. The
objective of this work was to promote a literature review on oocyte
dysmorphisms and their correlation in the results of reproductive
biotechnologies, since there is still a lack of more in-depth studies
with an emphasis on this theme, thus enabling an update. To this
end, a bibliographic search was carried out on platforms of
scientific articles, such as Pubmed and SciELO, with descriptors:
“oocyte dysmorphisms”, “oocitary morphology”, “IVE”, “ICSI”,
“human oocyte”. Dysmorphisms can occur due to factors such as
age and genetic problems, in addition to factors related to
reproductive treatment itself, such as ovarian hyperstimulation and
the hormonal environment to which the oocyte is exposed. There
is much controversy in the literature regarding the classification of
oocyte morphology and its correlation with embryonic
development and the pregnancy rate defining the success of
reproductive biotechnologies.
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1 INTRODUCAO

Para o sucesso da reprodugio assistida, é necessario que haja uma criteriosa sele¢ao
dos gametas, o que tornara possivel alcancar melhores resultados clinicos. Dismorfismos
oocitarios sao classificados basicamente em dois tipos: extracitoplasmaticos e citoplasmaticos
(GILCHRIST ez al., 2008).

Dismorfismos extracitoplasmaticos sio anormalidades ligadas a forma oocitaria
(formato irregular do odcito em metafase Il meidtica), anormalidades na zona pelacida
(alteragdes em sua coloragdo e espessura), e também anormalidades no espago perivitelino
(aumento desse espago, presenga de granulagdes). Dismorfismos citoplasmaticos sdao
anormalidades ligadas ao citoplasma do odcito, as quais envolvem presenca de variagdes de
granulacdo e de cor (granulagao parcial ou total do citoplasma, coloragao escura), presenca
de corpos refrateis, aglomerados de reticulo endoplasmatico liso, ou presenca de vacuolos
no ooplasma (BALABAN E URMAN, 2000).

Os dismorfismos podem ocorrer devido a fatores como idade e problemas
genéticos, além de fatores relacionados com o tratamento reprodutivo propriamente dito,
como por exemplo, a hiperestimula¢do ovariana e o ambiente hormonal ao qual o odcito é
exposto. Ha bastante controvérsias na literatura com relagao a classificagdo da morfologia
oocitaria e a sua correlagdo com o desenvolvimento embrionario e a taxa de gravidez. Alguns
estudos, por exemplo, nao indicam associagao da morfologia oocitaria com resultados de
técnicas de reproducao, enquanto outros apontam relacio entre a qualidade oocitaria e o
desenvolvimento embrionario (SETTI ez al., 2011).

Tendo como base tais apontamentos e estudos, podemos observar que ha ainda
uma caréncia de informagOes e pesquisas mais aprofundadas e atuais sobre o tema. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao bibliografica qualitativa a fim de
acrescentar novos achados literarios sobre dismorfismos oocitarios e sua correlacio com

biotécnicas reprodutivas, permitindo uma abordagem mais atualizada sobre o assunto.

2 MATERIAIS E METODOS

Foi adotado para essa pesquisa um método de revisao de literatura qualitativa e
narrativa embasada em artigos, jornais cientificos e livros, utilizando os descritores:
2 ¢

“dismorfismo oocitario”, “morfologia oocitaria”, “FIV”, “ICSI”, “o6cito humano”. A busca

dos artigos cientificos foi realizada por meio das plataformas digitais ScIELO e Pubmed entre
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os meses de fevereiro e novembro do ano de 2020. No total, foram utilizados para a pesquisa

25 artigos, dois livros e trés jornais cientificos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Oécito e sua Morfologia

A oogénese € a sequéncia de eventos pelos quais as oogonias, células germinativas
primordiais presentes nos ovarios, sao transformadas em odcitos maduros. Todas as
oogonias se desenvolvem em odcitos primarios antes do nascimento, ainda na fase fetal do
desenvolvimento gestacional da mulher. O odcito é envolvido pela zona pelicida e por uma
camada de células foliculares, a corona radiata. Os hormonios FSH e LH produzem
mudancas ciclicas nos ovarios — o ciclo ovariano — resultando no desenvolvimento dos
foliculos, na ovulagao (liberacao de um oécito de um foliculo maduro) e na formagio do
corpo lateo. Durante cada ciclo, o FSH estimula o desenvolvimento de varios foliculos
primarios, aproximadamente de 5 a 12 foliculos primarios; entretanto, somente um foliculo
primario normalmente chega ao estagio de foliculo maduro e se rompe na superficie
ovariana, expelindo seu o6cito (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2000).

Odbcitos  considerados morfologicamente normais devem apresentar: forma
esférica; citoplasma transparente moderadamente granular e livre de inclusodes; pequeno
espago perivitelino (EPV), livre de granulagdes, contendo um tunico corpusculo polar
redondo e intacto; zona pelucida (ZP) clara e de espessura apropriada (SWAIN; POOL,
2008).

3.2 Maturacao e Qualidade Oocitaria

A maturagao oocitaria é um processo longo e bastante complexo. Nele ha diversas
interagoes ¢ mudancas nucleares e citoplasmaticas, que resultam na transicao de vesicula
germinativa em metafase 11 e no aparecimento do primeiro corpusculo polar. As células do
cumnlus também contribuem para a produgao de substancias que promovem a maturac¢ao de
od6citos (LOUTRADIS ez al., 20006).

A maturagdo oocitaria envolve nao apenas alteragdes relacionadas a eventos

nucleares, mas também alteragbes citoplasmaticas que ocorrem de maneira coordenada, de
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modo que a maturidade nuclear nio pode ser considerada sin6nimo de competéncia
oocitaria, por nao refletir a maturidade citoplasmatica (EBNER ez /., 20006).

Ja a maturagdo citoplasmatica ¢ um processo durante o qual varios fenémenos
ocorrem no citoplasma do odcito que, paralelamente a maturagao nuclear, preparam o oécito
para a fecundagdo e suportam o desenvolvimento embrionario inicial. A qualidade do odcito
depende da sua maturagdo citoplasmatica. Odcitos com maturagdo citoplasmatica
insuficiente ou defeituosa sio incapazes de ser fertilizados e se desenvolverem
(LOUTRADIS e al., 2000).

Dessa forma, deficiéncias no processo de maturagao citoplasmatica podem
comprometer todos os processos que preparam o odcito para ativa¢ao, adequada fertilizagao
e desenvolvimento embrionario. Além das deficiéncias do processo, a assincronia nos

eventos de maturagao nuclear e citoplasmatica foi associada a ocorréncia de dismorfismos

oocitarios (KRISHER, 2004).

3.3 Odécitos e Biotécnicas Reprodutivas

O odcito ¢ utilizado em importantes métodos de reproducao humana como, ICSI (Inje¢ao
intracitoplasmatica de espermatozoides) e FIV (Fecundagio 7 vitro), correspondendo a um
dos fatores primarios para o sucesso dessas biotecnologias, o que vai depender diretamente
da qualidade oocitaria.

A técnica de ICSI foi introduzida em 1992, visando suprir as deficiéncias em
fertilizacao oriundas de fatores masculinos, como alteragoes de concentraciao, morfologia
espermatica e motilidade, se tornando, assim, umas das principais técnicas e métodos de
reprodu¢ao humana. Essa técnica consiste na introdu¢do de um espermatozéide no
citoplasma do obcito, seguida do acompanhamento do posterior desenvolvimento
embrionario (PALERMO e7 al., 1992).

Durante o procedimento de ICSI, ¢ realizada a inje¢ao de um unico espermatozoide
devidamente selecionado em um odcito maduro, ultrapassando a zona pelicida do oécito e
introduzindo-o no oolema (citoplasma oocitario). A vantagem da ICSI em relagao a FIV, é
que a ICSI garante iz vitro a realizacao de muitas etapas do processo de fertilizagao, ou seja,
a ligacdo do espermatozoide e a penetracao deste na zona pelicida e a sua posterior fusio
com o oolema. Como desvantagem, a ICSI pode permitir a fertilizagdo do odcito por
espermatozoides com propriedades cinéticas deficientes ou anomalias do acrossoma

(PALERMO ¢/ al,, 1992).
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Quanto a FIV, esta também ¢ uma técnica que viabiliza a fertilizagdo caso haja
deficiéncias de fatores masculinos. Consiste em tratamento do odcito e do espermatozdide
para que seja realizada a fecundagdo em laboratério, originando, a partir dessa técnica, um
embrido BHATTACHARYA ez al., 2001).

As etapas envolvidas durante a FIV e a transferéncia de embrides sao as seguintes:
os foliculos ovarianos sao estimulados a se desenvolverem e a amadurecerem pela
administragdao de citrato de clomifeno ou gonadotrofina (superovulagao). Varios odcitos
maduros sio entdo aspirados de foliculos ovarianos maduros durante uma laparoscopia. Os
obcitos também podem ser colhidos de dentro dos foliculos por uma agulha guiada por
ultrassonografia inserida através da vagina. Apos a colheita dos odcitos, estes sao colocados
em uma placa de Petri contendo um meio de cultura especial e espermatozoides capacitados.
A fertilizagdao dos o6citos e a clivagem dos zigotos sao monitoradas microscoépicamente por
3 a 5 dias. Dependendo da idade da mae, de um a trés embrides formados (no estagio de
quatro a oito células ou blastocistos iniciais) sao transferidos para o interior do tutero
introduzindo-se um cateter através da vagina e do colo uterino. Qualquer embriao
remanescente é armazenado em nitrogénio liquido para uso posterior (MOORE;
PERSAUD; TORCHIA, 20006).

Vale ressaltar que ha estudos que sugerem que o sucesso do desenvolvimento do
embrido no utero apds a sua transferéncia esta diretamente relacionado a auséncia de

dismorfismos nos oocitos utilizados para a FIV (BALABAN E URMAN, 2000).

3.4 Classificagido dos Dismorfismos Oocitarios e suas Caracteristicas

Os dismorfismos oocitarios, que consistem em alteragdes morfoldgicas e/ou
estruturais do odcito, sao usualmente classificados em dois grupos: extracitoplasmaticos e
intracitoplasmaticos. Em suas defini¢Ges, consiste em dismorfismo extracitoplasmatico a
presenca de altera¢oes no tamanho do odcito, presenca de alteragdes no espago perivitelino,
granulacOes corticais na zona pelicida, bem como na sua espessura e coloragao, e alteragdes
morfologicas do corpisculo polar, como tamanho anormal ou fragmenta¢do. Ja4 nos
dismorfismos intracitoplasmaticos, pode se encontrar granulacdes e/ou inclusdes
citoplasmaticas, tais como corpos refrativos, vacuolos e agregados de reticulo

endoplasmatico liso (RIENZI ez al., 2012).
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A qualidade oocitaria é um dos principais fatores que afetam a fertilidade, e a
ocortréncia de alteracoes extracitoplasmaticas e/ou intracitoplasmaticas durante o processo
de maturagao do odcito pode acarretar em falhas na fertilizagao, aneuploidia cromossomica,

e alteracGes no desenvolvimento embrionario (RIENZI ez a/., 2008).

3.5 Dismorfismos Extracitoplasmaticos
3.5.1 Zona pelucida

A zona pelicida ¢ uma matriz multilaminar composta por glicoproteinas,
polissacarideos e proteinas especificas, com aproximadamente 15-20 um de espessura, que
envolve o odcito e o embrido no inicio do desenvolvimento (PELLETIER ez a/., 2004).

A estrutura da zona pelicida se forma durante a maturagiao do odcito pelo foliculo
e, em parte, pelas células da granulosa. A formagao e a organizagao das proteinas especificas
da zona pelicida durante a maturagdo oocitaria podem refletir na competéncia do odcito
(MONTAG et al., 2011).

Os dismorfismos caracteristicos na zona pelicida estao relacionados a sua espessura

(grossa ou fina) e também a sua coloragao (escura) (SOUSA et al., 2013) (Figura 1).

Figura 1 - Odcito com zona peltcida espessa

Fonte: Ashrafi ez al. (2015)
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3.5.2 Espaco perivitelino

O espago perivitelino consiste em uma fluida estrutura que se localiza entre a
membrana plasmatica do o6cito e a zona pelicida. Seu espaco pode variar em termos de
tamanho e conteido, o que pode apontar o grau de maturagio do odcito. Em odcitos
maduros, o espago perivitelino apresenta um grau de expansao maior em comparagao com
oocitos imaturos (MIKKELSEN,LINDENBER, 2001).

Um estudo mostrou que a probabilidade de um odcito ser fertilizado é
significativamente reduzida na presenca de um espago perivitelino aumentado (Figura 2),
embora os efeitos sobre a implantacdo e as taxas de gravidez permanecam obscuros (SETTI,
2011). Ja a presenca de granulagio no espago perivitelino (Figura 3) foi associada
negativamente as taxas de implantagdo e gravidez em ciclos em que toda a coorte de odcitos
¢ afetada, embora ressalta-se que o nimero de ciclos analisados tenha sido limitado (FARHI

et al., 2002).

Figura 2 - Odcito com espago perivitelino aumentado e corpuisculo polar fragmentado

Fonte: Ashrafi ez al. (2015)
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Figura 3 - Granulagiao no espago perivitelino

Fonte: Ashrafi e al. (2015)

3.5.3 Corpusculo polar

O primeiro corpusculo polar a ser apresentado no odcito é uma célula-filha que
apresenta 23 cromossomos e 46 cromatides, que é gerado apos a tel6fase da primeira divisao
meibtica. Os critérios de formagao do primeiro corpusculo polar, como tamanho, forma e
integridade poderio ser utilizados para predi¢ao da qualidade oocitaria (EBNER ez a/., 20006)
(Figura 4).

Considerando também o fator tempo, acredita-se que a morfologia do primeiro
corpusculo polar pode oferecer informagdes a respeito da idade pds-ovulatéria do odcito,
apesar de que alguns corpusculos polares permanecem intactos por mais de 20 horas apds a
ovulagao. Em geral, apds esse tempo as estruturas apresentam sinais de degeneragao e
fragmentagao. O aumento do tamanho do corpusculo polar pode ser considerado o principal
dismorfismo associado a ele, estando relacionado com o aumento de incidéncia de

aneuploidia oocitaria (FANCSOVITS ez al., 2000).
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Figura 4 - Corpusculo polar fragmentado

Fonte: Halvae ez al. (2012)

3.6 Dismorfismos Citoplasmaticos
3.6.1 Granulacio

O aumento de granulacdo pode ocorrer de forma homogénea, ou seja, afetando
todo o citoplasma, ou centralizadas, sendo o aumento de granulagio considerado o principal
fator que leva a uma baixa viabilidade oocitaria IKAHRAMAN ez a/., 2000;) (Figuras 5 e 6).

O citoplasma granular é uma caracteristica morfoldgica rara do odcito, mas que
pode ser observada em alguns casos. F diagnosticada como uma area granular esponjosa,
escura e maior. A granularidade citoplasmatica de um odcito pode ser homogénea ou de
localizagao central, conforme citado acima, podendo ser também leve ou severa. A gravidade

da granularidade é baseada no diametro da area granular e na profundidade da lesdo

(KAHRAMAN ef al., 2000).

Figura 5 - Odcito com granulagao central no citoplasma

Fonte: Ashrafi ez al. (2015)
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Figura 6 - Odcito com granulagdo geral do citoplasma

Fonte: Halvae ef al. (2012)

3.6.2 Inclusoes

Ha diversos tipos de inclusdes que podem ser observadas no citoplasma de odcitos
avaliados em microscopia de luz. Os corpos refrateis sao estruturas de aproximadamente 10
um de diametro e sdo compostos por material lipidico e granulos densos. Vacuolos sido
inclusoes citoplasmaticas rodeadas por uma membrana que podem variar quanto ao nimero
e tamanho, e acredita-se que podem aparecer de forma espontanea ou por interferéncias de
fusoes de vesiculas oriundas de reticulo endoplasmatico liso e/ou do complexo de Golgi (EL
SHAFIE et al., 2000).

Entretanto, o mecanismo de surgimento de agregados do reticulo endoplasmatico
liso é de origem desconhecida. A diferenciagdo destas estruturas se da pelo fato de que os
agregados de reticulo endoplasmatico liso sdo estruturas translicidas, ndo delimitadas por
membranas (EBNER ez 2/, 2006; RIENZI ef al., 2012).

Estudos apontam que ndo ha uma direta interferéncia na qualidade oocitaria pela
presenca de algumas inclusoes, como corpos refrateis, mas notam que a presenca de vactiolos
e de agregados de reticulo endoplasmatico liso é um fator que pode promover a inviabilidade
oocitaria humana (EBNER ez 4/, 2006;) (Figuras 7 e 8).

Como consequéncia, os defeitos no citoplasma afetariam a formagao e também o
posicionamento dos pré-nucleos, tendo em vista que o citoesqueleto estaria sendo afetado,
nao podendo organizar-se perfeitamente, vindo a afetar entio o posicionamento do fuso
meioético durante a retomada da meiose. Com isso, inviabilizaria o conjunto de eventos da
fertilizagao, que envolve liberacio de cilcio e granulos corticais, sintese de proteinas e

alteragoes do citoesqueleto (DOZORTSEV ef al., 2005).
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Figura 7 - Odcito com presenca de vacuolo. Fonte: Ashrafi ez al. (2015)

Fonte: Ashrafi ez al. (2015)

Figura 8 - Odcito com presenca de corpos refrateis

Fonte: Ashrafi ez al. (2015)

4 CORRELACAO ENTRE DISMORFISMOS OOCITARIOS E RESULTADOS
DAS BIOTECNOLOGIAS REPRODUTIVAS

Achados de Balaban e Urman (2006) sugeriram que os dismorfismos
extracitoplasmaticos devem ser considerados apenas um desvio fenotipico resultante da
heterogeneidade dos odcitos recuperados. Ja os dismorfismos citoplasmaticos graves, como
agregados de reticulo endoplasmatico liso, granulacio central grave e vacuolizagdo excessiva,
devem ser considerados anormais e levados em consideragao para a selegio de um odcito

viavel.

Atualidades e Fundamentos em Reprodug¢ao e Desenvolvimento




Em uma conferéncia sobre estudos em reproducao humana, realizada em 2011, foi
acordado que uma nota tanto do espago perivitelino como do tamanho do corpusculo polar
s6 deve ser feita se eles forem excepcionalmente grandes. Além disso, a observagiao de
vacuolos grandes (> 14mm de diametro) deve ser observada.

Rienzi et al. (2010) relataram que anormalidades no corpusculo polar reduziram
significativamente pela metade a chance de fertilizagio do odcito. Foi proposto que a
extrusao de um grande corpusculo polar se deve ao deslocamento do fuso meidtico e esta
associada a um aumento da taxa de fertilizacdo anormal.

Setti ¢ al. (2011) demonstraram ainda que a presenca de um grande espaco
perivitelino reduz significativamente a chance de fertilizacio do odcito. Esse achado esta de
acordo com o estudo de Rienzi ¢f a/. (2008), que observaram uma diminuigao significativa da
fertilizagao na presenca dessa anormalidade morfolégica. Da mesma forma, Figueira ez al.
(2010) relataram que a taxa de fertilizagao foi significativamente afetada pela presenca de
grande espago perivitelino. Além disso, observou-se uma redugdo significativa na
probabilidade de fertilizagdo quando encontradas inclusdes nos odcitos, como vactolos e

corpos refrateis.

5 CONCLUSAO

Podemos concluir que apesar de haver atualmente grandes avangos na medicina
reprodutiva e suas tecnologias, a correlagao da morfologia oocitaria com os resultados destas
biotecnologias ainda é um fator que carece de estudos mais especificos e aprofundados, pois
ainda ha uma forte contradicao nesse sentido na literatura. Tal fato justifica ainda mais a
necessidade de atualizagao sobre o tema, a fim de buscar um consenso geral e unanime, bem
como desenvolver um padrdo para a avaliagio morfoldgica, visando atingir ao maximo

resultados positivos nestas biotecnologias.
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RESUMO

A eficacia produtiva em um sistema de exploragao de suinos esta
relacionada a eficiéncia reprodutiva, medida pelo numero de leitdes
produzidos por fémea ao ano. Os 6rgaos que compoem o sistema
reprodutivo sdao sujeitos a lesdes infecciosas, traumadticas e
neoplasicas, que resultam em alteragoes histologicas e funcionais.
Objetivou-se neste trabalho identificar as patologias mais comuns
no aparelho genital de fémeas suinas abatidas, a fim de estudar a
natureza, localizagio, e a frequéncia das alteragoes histologicas e
macroscopicas  destas doencgas. Foram examinados tratos
reprodutivos de 169 cadaveres de fémeas nao prenhes (grupo um)
e prenhes (grupo dois), fixadas em formol 10%, seguido pela
analise das amostras de forma macroscopica e histologica.
Observou-se que 73% das fémeas do grupo um possuiam
alteragoes patoldgicas, e a patologia mais frequente deste grupo foi
a presenca de cistos paraovaricos. No entanto, o grupo dois
apresentou grande frequéncia de fetos macerados, seguido de fetos
mumificados. Concluiu-se, portanto, que as patologias mais
frequentes foram de origem cistica, inflamatéria, de
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desenvolvimento e crescimento celular, assim como também
patologias do utero gestante.

PATHOLOGICAL CHANGES IN THE GENITAL SYSTEM OF
SLAUGHTERED SOWS IN THE MUNICIPALITY OF MOSSORO,
RIO GRANDE DO NORTE

ABSTRACT

The productive efficiency in a pig farming system is related to
reproductive efficiency, measured by the number of piglets
calculated per female per year. The organs that make up the
reproductive system are subject to infectious, traumatic and
neoplastic lesions, which result in histological and functional
changes. The objective of this work was to identify the most
common pathologies in the genital apparatus of slaughtered swine
females, in order to study the nature, location, and the frequency
of histological and macroscopic changes in these diseases.
Reproductive tracts of 169 cadavers of non-pregnant females
(group one) and pregnant (group two), fixed in 10% formaldehyde,
were examined, followed by the analysis of the samples in a
macroscopic and histological form. It was observed that 73% of
the females in group one had pathological changes, and the most

Keywords: frequent pathology in this group was the presence of paraovarian
Pathology cysts. However, group two showed a high frequency of macerated
Reproductive system fetuses, followed by mummified fetuses. It was concluded,
Slaughter jcherefore, that the most frequent pathologies were of cyst.ic,
] inflammatory, development and cell growth, as well as pathologies
Pigs of the pregnant uterus.
1 INTRODUCAO

A eficiéncia produtiva em um sistema de explorac¢ao de suinos esta diretamente
relacionada a eficiéncia reprodutiva, medida pelo nimero de leitées produzidos por fémea
por ano (DIAL ef al., 1994). Esse indice ¢ influenciado diretamente pelo numero de partos
que cada matriz produz ao ano e pelo nimero de leitdes desmamados por leitegada (WENTZ
et al., 2001).

As taxas elevadas de remoc¢ao de matrizes além do potencial prejuizo em eficiéncia
reprodutiva, também possuem impacto econdmico, sendo associado com elevagdo nos
custos variaveis com reposi¢ao de plantel, aumento nos custos por leitio desmamado e
reducao na lucratividade (SEHESTED, 1996). Em fungiao do intenso fluxo de produgao, as
taxas anuais de remogao (descarte e mortalidade) e reposicao de matrizes em granjas

comerciais de suinos sao préximas de 50%, de acordo com Engblom ez a/. (2007).
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O desempenho reprodutivo insatisfatorio pode ser causado por microrganismos
especificos, mas em geral deve-se a fatores relacionados ao ambiente (climaticos e
instalagoes), genéticos, de sanidade, de nutri¢ao e de manejo. Assim, o diagnostico da falha
reprodutiva de origem multifatorial é complexo e a identificagdo dos fatores envolvidos
necessita de avaliacio abrangente no sistema de produgdo, que pode ser feito por meio de
estudos ecopatologicos realizados nas proprias criagdes onde os fatos ocorrem
espontaneamente (MADEC e JOSSE, 1984).

Por ocasido do estudo dos 6rgaos genitais femininos coletados apos abate, ha
evidéncia dos reais motivos que desencadelam o transtorno reprodutivo como causa de
descarte de fémeas suinas (VARGAS ez 4/, 2005). Assim, objetivou-se neste trabalho
identificar as patologias mais comuns no aparelho genital de fémeas suinas abatidas, a fim de
estudar a natureza, localizacdo, e a frequéncia das altera¢oes histologicas e macroscopicas

destas doencas.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e processamento das amostras

Foi avaliado, semanalmente, de fevereiro a agosto de 2008, o trato genital feminino
de suinos prenhes e nio prenhes provenientes do Abatedouro frigorifico de Mossoré —
AFIM. Apds o abate, os sistemas genitais foram removidos das carcagas, dissecados e
examinados de acordo com metodologia descrita por Rosa ez /. (1978). O trato genital foi
encaminhado ao Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal Rural do
Semiarido — UFERSA, onde foi inicialmente identificado e feito a analise macroscopica deles.
Os animais que nao se apresentavam gestantes, foram denominados de grupo 1 (n= 92) e
aqueles que estavam gestantes de grupo 2 (n= 77).

Os 6rgaos do sistema genital foram avaliados quanto a anatomia, cor, volume,
consisténcia e conteudo. Os genitais que apresentaram algum tipo de alteracio macroscdpica
foram fotografados, sendo posteriormente coletadas amostras de aproximadamente 1,5 cm,
as quais foram fixadas em formol tamponado a 10% e em seguida conservadas em alcool a
70%. Os tecidos foram incluidos em parafina, cortados a espessura de 5 micrometros,
corados pela hematoxilina e eosina e observados em microscopia 6ptica (PROPHET, 1992),
onde foi realizada a leitura das laminas, avaliando-se a estrutura anatomica de cada 6rgao e

suas respectivas alteragoes morfolégicas.
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2.2 Avaliagao bacteriolégica

Nos 6rgiaos que apresentaram evidéncias de inflamagao de origem infecciosa, tais
como presenca de exsudatos, foram colhidas amostras do conteudo através de “swabs” do
material. As amostras foram semeadas em meio BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas por
24 horas. Posteriormente, efetuou-se a leitura, anotando-se os aspectos de crescimento das
colonias. A classificagao foi realizada de acordo com as caracteristicas morfolégicas,
morfotintoriais a técnica de Gram e provas bioquimicas seguindo-se metodologia

recomendada por Carter (1988).

2.3 Analise estatistica

Para comparar a frequéncia de fémeas entre os grupos 1 e 2, no tocante as alteragoes
patolégicas, foi utilizado o teste nio paramétrico denominado qui-quadrado (X?), a0 nivel de
significancia p=0,05. O trabalho objetivou analisar principalmente os aspectos e descri¢ao
morfopatologica do sistema genital feminino de suinos. Desta forma, foi apresentado
somente alguns valores percentuais em termos de ocorréncia patoldgica dos individuos

amostrados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 169 fémeas suinas analisadas foi observada patologia no genital de 37
(21,8%) (Tabela 1). Foi observado que 27 fémeas (73%) do grupo 1 possuiam alteragoes
patoldgicas, enquanto o grupo 2 representaram 10 fémeas (27%) com essas altera¢oes. Esses

valores percentuais foram estatisticamente significativos (X* = 7,81; p = 0,005 - Gréfico 1).
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Tabela 1 — Quantidade de animais gestantes e ndo gestantes, com e sem alteracoes

Gestante Nao gestante TOTAL

Com alteracao 10 27 37
Sem alteracdo 67 65 132
TOTAL 77 98 169

Fonte: Dados da pesquisa

Grafico 1 — Valores percentuais dos grupos 1 e 2 com presenca de alteragoes patologicas

27%

OGrupo 1
0O Grupo 2

Fonte: Dados da pesquisa

Nos animais do grupo 1, os ovarios apresentaram maior frequéncia de patologias
19 (44,1%), enquanto que no grupo 2 o utero foi o 6rgao que apresentou maior frequéncia
de patologias nove (20,9%). A coexisténcia de mais de um processo patoldégico num mesmo

6rgio ¢ o motivo de o numero de diagnosticos atingirem o total de 21.
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Tabela 2 - Frequéncias dos diagnésticos morfopatologicos do sistema genital de fémeas
suinos abatidos em Mossord, segundo o tipo de alteragao, localizacdo e frequéncia sobre

um total de 169 animais

Orgio Alteragdes Localizagio Numero Frequéncia (%)
Ovirio Direito Esquerdo Bilateral
Ovario com hipotrofia - - 1 1 48
Cisto Folicular 1 1 2 4 19
Cisto do corpo luteo 1 1 - 2 9,5
Cisto de inclusdo germinal - 1 - 1 48
Cisto luteinico 1 - - 1 4.8
Cisto paraovarico
8 2 - 10 47,6
Tuba uterina Cisto da parede da tuba uterina 2 2 - 4 19
Hidrossalpinge 2 - - 2 9,5
Piometra- - 4 4 19
Endometrite focal- - 1 1 4.8
Hiperplasia endometrial cistica - - 1 1 4,8
Fetos macerados - - 5 5 238
Fetos Mumificados - - 4 4 19

Fonte: Dados da pesquisa

Nos ovarios a patologia mais freqtiente foi os cistos. Destes, os cistos paraovaricos
ocorreram em maior numero, sendo oito (38%) casos no grupo 1 e dois (9,5%) no grupo 2,
seguido pelos cistos folicular com quatro (19%) casos, cisto do corpo liteo com dois (9,5%)
casos e cistos de inclusao germinal com um (4,8%) caso. Concernente a localiza¢do dos cistos
ovarianos, nota-se que a lesdo ocorreu nos antimeros esquerdo e direito na mesma
propor¢ao. No ovario houve ainda presenca de um (4,8%) caso de hipotrofia ovariana.

Macroscopicamente, os cistos foliculares caracterizavam-se pela presenca de uma
formacdo cistica variando de 2,5 cm a 6,0 cm de diametro, de parede delgada, contendo
liquido claro e seroso. Em dois animais, nos antimeros direito e esquerdo havia formagdes

cavitarias multiplas (Figura 1).
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Figura 1 - Aspecto macroscépico do cisto folicular em fémeas suinas

Fonte: Autores

Histologicamente observou-se a auséncia de ovocito, zona pelucida e células da
granulosa, além da presencga de epitélio estratificado com células cibicas, envolto em tecido

fibroso (Figura 2).

Figura 2 - Aspecto histolégico do cisto folicular ovariano em fémeas suinas. Hematoxilina
eosina. 20X

Fonte: Autores

Atualidades e Fundamentos em Reprodug¢ao e Desenvolvimento




No estudo realizado por Moreira et al (20006), nas porcas podem estar presentes
cistos individuais em conjunto ao corpo luteo, encontrados em um ou ambos ovarios. Podem
ser cistos foliculares, luteinicos e hemorragicos. Foi observado que das 25 fémeas com cistos
ovarianos, 17 (68%) apresentavam ovarios com cistos multiplos e que apenas oito (32%)
destas possufam cistos simples ou individuais em seus ovarios.

Os achados macroscopicos e histologicos, observados no presente trabalho, se
assemelham aos descritos por NASCIMENTO & SANTOS (2003) e CARLTON &
McGAVIN (1998). A sindrome da degeneracao cistica ovariana tem-se mostrado uma das
principais causas de descarte em fémeas suinas com problemas reprodutivos. Em 64 leitoas
que foram eliminadas por problemas de anestro, encontraram-se cistos ovarianos em 6,25%
dos animais (SILVEIRA et al., 1984). Nos genitais de 84 porcas, também descartadas por
anestro, foram encontrados cistos ovarianos em 2,3% dos animais (SILVEIRA, 1988).
Porcas com cistos grandes e multiplos podem estar em anestro intermitente ou permanente,
conduzindo muitas vezes a um falso diagnéstico de gestagao. Por outro lado, casos menos
avangados podem nao exibir manifestacoes e, neste caso, a fertilidade nao seria prejudicada
(WRATHALL, 1980).

Nesse estudo, o cisto de corpo luteo foi diagnosticado em dois (9,5%) casos no
grupo 1. Macroscopicamente esse cisto caracterizou-se por apresentar uma cavidade cistica
central de aproximadamente de 2,0 cm (Figura 3). Em um animal o cisto ocorreu no lado

direito e em outro no lado esquerdo.

Figura 3 - Aspecto macroscépico do cisto do corpo luteo em fémeas suinas

Fonte: Autores
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Microscopicamente, estes apresentaram células luteinicas préximas da cavidade
cistica alongadas, com nucleos picnéticos. Uma capsula de tecido conjuntivo fibroso, de

contorno irregular separava as células luteinicas da cavidade central (Figura 4).

Figura 4 - Aspecto histolégico do cisto do corpo liteo em fémeas suinas. Hematoxilina
eosina. 20X

Fonte: Autores

O quadro histologico harmoniza com o que foi descrito por McEntee (1990) e
Gavin (1980).

Ha suspeitas de que cistos do corpo liteo de grandes proporg¢des possam
comprometer a produc¢ao de progesterona pelo corpo liteo e conseqiientemente diminuir as
chances de estabelecimento da gestagao (NASCIMENTO e SANTOS, 2003). O corpo liateo
cistico associa-se a excessiva maturagao do foliculo com degenera¢do da parede quando da
ovulagao (MILLER & CAMPBEL, 1978).

Os cistos formados a partir do epitélio germinativo foram denominados de cistos
de inclusao germinal, localizados no coértex ovariano. Foi identificado, durante o exame
histopatolégico, no ovario esquerdo de um (4,8%) animal. Esses cistos iniciam no peritonio
modificado e nao no epitélio germinativo, e sao limitados por uma tnica camada de células

epiteliais cubicas e achatadas (Figura 5).
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Figura 5 - Aspecto histolégico do cisto de inclusao germinal em fémeas suinas.
Hematoxilina eosina. 20X

Fonte: Autores

Na maioria das espécies, os cistos de inclusao epitelial do ovario sao pequenos e
nao tem significado clinico (JONES ez al, 2000). Esse tipo de cisto ocorre em todas as
espécies, sendo mais importante nas éguas, por interferirem na ovulagdo. As formagoes
cisticas destroem gradativamente o parénquima ovariano. Em outras espécies, apresentam
dimensoes muito reduzidas, sendo diagnosticado microscopicamente e carecendo de
importancia clinica. Os cistos de inclusdo germinal nao tem atividade de produ¢ao hormonal
(NASCIMENTO & SANTOS, 2003).

Adjacente aos ovarios e tubas uterina, foram observados cistos paraovaricos em
oito (38%) animais do grupo 1 e dois (9,5%) animais do grupo 2, Gnicos ou multiplos, de
formatos variados (circulares, ovalados, alongados e multilobulados), localizado com maior

frequéncia no lado direito (Figura 06).
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Figura 6 - Aspecto macroscopico do cisto paraovarico em fémeas suinas

Fonte: Autores

Os cistos paraovaricos eram revestidos por epitélio ctibico simples, envolvidos por

finas camadas de fibras musculares lisa e tecido conjuntivo fibroso (Figura 7).

Figura 7 - Aspecto histolégico do cisto paraovarico em fémeas suinas. Hematoxilina
eosina. 20X

Fonte: Autores
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As alteragbes macroscopicas e histologicas, observados nos casos dos cistos ora
descritos, coincide com as relatadas por McEntee (1990).

O termo cisto paraovarico ¢ usado abrangetemente em referéncia a uma variedade
de estruturas cisticas, sem significados clinicos localizadas adjacentes ao ovario (MILLER &
CAMPBEL, 1978). Tais cistos ocorrem freqiientemente em muitas espécies e originam-se de
remanescentes dos ductos mesonéfricos ou paramesonéfricos (McENTEE, 1990; JUBB ez
al., 1985).

Diagnosticou-se um (4,8%) caso de hipoplasia ovariana bilateral em um animal do
grupo 1. Macroscopicamente, os ovarios hipoplasicos apresentaram-se reduzido de tamanho,
consisténcia firme, alongado, com superficie lisa, com auséncia de foliculos ovarianos ou

corpos luteos (Figura 8).

Figura 8 - Aspecto macroscépico da hipoplasia ovariana em fémeas suinas

Fonte: Autores

No exame histolégico os ovarios hipoplasicos exibiam a cortical subdesenvolvida,
com auséncia de foliculos e corpos luteos; e a medular com aumento de tecido conjuntivo e
vasos sanguineos (Figura 9). Os achados anatomo-patolégicos ajustam-se aos descritos por

Batista (2006) em ovarios de catetos criados em cativeiro no municipio de Mossoro.
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Figura 9 - Aspecto histolégico da hipoplasia ovariana em fémeas suinas. Hematoxilina
eosina. 20X
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Fonte: Autores

A hipoplasia ovariana ¢ uma alteragao congénita descrita em varias espécies, sendo
mais freqiiente descrita em suinos e bovinos (McENTEE, 1990). Em bovinos, essa patologia
tem como fator etiolégico, um gene recessivo autossomico de penetrancia incompleta
(JONES e al., 2000). A hipoplasia ovariana bilateral resulta em esterilidade, sendo unilateral,
o animal sera subfértil, podendo transmitir tal caracteristica aos descendentes, reduzindo a
fertilidade do rebanho (NASCIMENTO & SANTOS, 2003).

Com relagao as tubas uterinas, foram encontradas quatro casos (19%) de cistos de
parede da tuba uterina e dois (9,5%) casos de hidrossalpinge unilateral direita no grupo 1.

O cisto de parede da tuba uterina caracterizou-se de uma estrutura arredondada, na
serosa, com diametro que variou entre 0,3 a 0,5 cm, com presenca de liquido claro em seu

interior. Em alguns casos havia mais de um cisto por tuba (Figura 10).
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Figura 10 - Aspecto macroscopico do cisto da Tuba Uterina em fémeas suinas

Fonte: Autores

Na histologia observou-se que este cisto se apresentou revestido por uma dnica
camada de células cuboidais baixas (Figura 11). Os dados obtidos foram similares aos de
Sant’Ana et al. (2004), o qual observou-se que os cistos de parede foram a patologia tubarica

mais frequente.

Figura 11 - Aspecto histolégico do cisto da tuba uterina em fémeas suinas. Hematoxilina
eosina. 20X

Fonte: Autores
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A macroscopia da hidrossalpinge caracterizou-se pela distensio da tuba uterina
contendo em seu interior um liquido claro e fliido (Figura 12). Segundo Carlton & Mcgavin
(1998), a hidrossalpinge pode ter causas congénitas devido a aplasia segmentar da tuba uterina
ou adquiridas sendo secundaria a traumas ou inflamagao cronica. Sant’Ana (2001) ao
estudarem alteragdes macroscopicas e microscopicas da tuba uterina de matrizes suinas,
verificaram que as patologias sao freqiientes sendo importantes causas de subfertilidade e

infertilidade na espécie.

Figura 12 - Aspecto macroscopico da hidrossalpinge em fémeas suinas

Fonte: Autores

As inflamacGes uterinas ocorreram em frequéncia elevada nos animais do grupo 1.
Dentre os processos inflamatérios uterinos a piometra foi diagnosticada macroscopicamente
e confirmada no exame histolégico em quatro (19%) animais pertencentes a este grupo.
Nesses animais, ambos os cornos uterinos se apresentavam dilatados e preenchidos por
exsudato purulento viscoso, mucosa hiperémica, edemaciada e com extensos depositos de

fibrina amarelada (Figura 13).

Atualidades e Fundamentos em Reprodugio e Desenvolvimento




Figura 13 - Aspecto macroscopico do tutero com piometra em fémeas suinas

Fonte: Autores

Na histologia caracterizava-se por infiltrado inflamatério multifocal de
polimorfonucleares neutréfilos no endométrio, presenca de fibrina no intersticio e no limen

glandular (figura 14).

Figura 14 - Aspecto histolégico da piometra em fémeas suinas. Hematoxilina eosina. 20X

Fonte: Autores

O exame microbiolégico realizado no muco coletado desses animais foi identificada
a presenca de Escherichia coli, Enterobacter aglomerans e Staphylococcus anreus.

Na porca, as alteragoes inflamatodrias uterinas se alinham entre os principais fatores
que atuam em detrimento da fungao reprodutiva, sendo responsaveis por repeti¢ao de cio,

infertilidade temporaria ou permanente e por perdas econémicas significativas, devido a
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aumento de dias nao reprodutivos, descarte precoce das fémeas, custos com medicamentos,
complicagbes devidas a infecgOes geniturinarias, baixa producido de leite (hipogalaxia) que
predispoe a diarréia nos leitdes em amamentagao. As bactérias mais freqiientemente isoladas
do utero de porcas com descarga vaginal anormal sio Escherichia coli, Staphylococceus spp. e
Streptococcus spp. INASCIMENTO e SANTOS, 2003).

Em um animal do referido grupo foi identificado durante o exame histopatologico
um (4,8%) caso de endometrite. A endometrite caracterizou-se, histologicamente, por

infiltrado multifocal de células monucleadas no intersticio e ao redor dos vasos (Figura 15).

Figura 15 - Aspecto histologico da endometrite em fémeas suinas. Hematoxilina eosina.
20X

Fonte: Autores

A endometrite é um processo inflamatério mais frequente no utero de diversas
fémeas domésticas, que interfere negativamente na eficiéncia reprodutiva dos rebanhos,
aumentando a ocorréncia de repeticao de cio, os intervalos entre partos e diminuindo a
producio de leite NASCIMENTO e SANTOS, 2003).

No exame macroscopico e histologico, foi diagnosticado em um (4,8%) animal a
presenca da hiperplasia endometrial cistica. O endométrio desse animal apresentava-se com
espessamento excessivo, congesto, com quantidade discreta de muco e multiplas formagoes

cisticas translicidas de pequenas dimensoes (Figura 16).
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Figura 16 - Aspecto macroscopico da hiperplasia endometrial cistica em fémeas suinas

==

Fonte: Autores

No exame histologico observou-se grande numero de glandulas endometriais

dilatadas, cistica com acumulo de muco no limen (figura 17).

Figura 17 - Aspecto histologico da hiperplasia endometrial cistica em fémeas suinas.
Hematoxilina eosina. 20X
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Fonte: Autores
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A hiperplasia endometrial cistica tem sua etiologia nas alteragdes funcionais e lesoes
do sistema reprodutor de fémeas acometidas por este “complexo de enfermidades” estdo
relacionadas aos disturbios hormonais e associadas a infec¢ao bacterianas. (GRUNERT,
2005). No grupo 2, as patologias mais freqientes ocorreram no utero. Destas, a maceracao
fetal foi a patologia que atingiu maior prevaléncia, com cinco casos (23,8%), seguido de
quatro  (19%) casos de fetos mumificados. Os fetos macerados caracterizaram-se
macroscopicamente por apresentarem estruturas osseas liquefeitas, com exsudato escurecido

e de odor fétido (Figura 18).

Figura 18 - Aspecto macroscopico da Maceragao Fetal em fémeas suinas

Fonte: Autores

Os fetos mumificados formavam uma massa escura e desidratada, com superficie de
aspecto umido, sem odor nem exsudacido, além disso, havia apenas a cavidade ocular vazia

(Figura 19).

Figura 19 - Aspecto macroscopico dos Fetos Mumificados em fémeas suinas

Fonte: Autores
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O feto macerado ¢ aquele que sofreu destruicao dos tecidos moles. Ao contrario da
mumifica¢do, a maceragio ocorre na presen¢a de contaminagao bacteriana na cavidade
uterina. A mumificagao ¢ mais freqiiente em fémeas multiparas, em especial nas porcas. O
requisito basico para que haja mumifica¢do é a auséncia de contaminagdo bacteriana na

cavidade uterina. Os liquidos fetais sao reabsorvidos e as membranas fetais aderem-se ao feto

morto desidratado INASCIMENTO e SANTOS, 2003).

4 CONCLUSOES

As patologias mais freqiientes, em escala decrescente que acometeram fémeas suinas
abatidas no municipio de Mossord, foram no grupo 1: nos ovarios os cistos ovarianos (Cistos
paraovaricos, cisto folicular, cisto do corpo luteo e cisto de inclusao germinal) e a hipoplasia
ovariana. Nas tubas uterinas ocorreu cisto de parede da tuba uterina e hidrossalpinge. No
utero houve maior freqiiéncia de piometra seguida de endometrite focal e hiperplasia
endometrial. No grupo 2 houve maior frequéncia de fetos macerados seguido de fetos
mumificados.

As lesGes que acometeram o sistema genital de fémeas suinas foram de natureza
cisticas (cistos ovarianos), inflamatéria (piometra, endometrite), do desenvolvimento
(hipoplasia ovariana), do crescimento celular (hiperplasia endometrial). Bem como patologias

do utero gestante (feto macerado e mumificado).
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InformagGes sobre o RESUMO

artigo: O teratoma é um tumor derivado de células germinativas ovarianas
primitivas totipotentes ¢ que exibe diferenciagdo celular em
diversos tecidos, sendo uma condi¢ao rara em equinos e em sua
maioria considerados benignos. O objetivo deste trabalho é relatar

Recebido em:

19/04/2021 caso raro de teratoma maligno em égua com infertilidade, com
Aceito em: énfase no diagnostico clinico, ultrassonografico, hormonal e
23/04/2021 histopatolégico e no tratamento cirargico realizado. Uma fémea
Data de publicagdo: equina mestica de quarto de milha, multipara, 19 anos de idade,

pertencente ao plantel da Cavalaria da Policia Militar do Estado do
19/07/2021

Palavras-chave:

Ceara foi atendida e acompanhada desde o dia 12 de abril de 2018,
apresentando infertilidade e sendo submetida a varias coberturas
por monta natural e inseminagdes sem sucesso de fertilizag¢ao. Foi
realizado exame ginecolégico geral da égua observando-se

Egua

Ovari hipertrofia ovariana. Estabeleceu-se como conduta inicial o
vao acompanhamento sequencial por palpagdes transretais, exames

Teratoma ultrassonograficos, além da realizagao de citologia e cultura uterina,

Tumor optando-se pela remogao cirargica do ovario esquerdo diante do

diagnéstico presuntivo de tumor ovariano. O procedimento ¢ a
evolucao do caso foram satisfatérios e o animal recebeu alta apos
a retirada dos pontos de pele em 15 dias. O diagndstico final foi
estabelecido apds exame histopatolégico, resultado em quadro
compativel raro de teratoma maligno. O teratoma ovariano é uma
patologia rara em égua, que causa infertilidade, devendo ser
diferenciado de outras patologias que afetam os ovarios. A
avaliagao da historia reprodutiva completa da fémea e a realizagio
de uma série de exames transretais e ultrassonograficos durante um
certo perfodo de tempo sao necessirios para estabelecer um
diagnéstico clinico presuntivo. No entanto, para o diagnodstico
final, o exame histopatolégico do tecido ovariano é essencial para
verificagdao de condi¢ao rara de malignidade do teratoma.
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OVARIAN MALIGNANT TERATOMA IN MARE: CASE STUDY
ABSTRACT

Teratoma is a tumor derived from totipotent primitive ovarian
germ cells and exhibits cell differentiation in several tissues, being
a rare condition in equines and most of them considered benign.
The objective of this study is to report a rare case of malignant
teratoma in mare with infertility, with emphasis on clinical,
ultrasonographic, hormonal and histopathological diagnosis and
surgical treatment. A quarter-mile, multiparous, female, 19-year-
old female crossbred female from the Military Police Cavalry of the
State of Ceara was attended and monitored since April 12, 2018,
presenting infertility and being submitted to several natural mating
and inseminations without successful fertilization. A general
gynecological examination of the mare was performed, observing
ovarian  hypertrophy. Transrectal palpitations, ultrasound
examinations, and cytology and uterine culture were established as
the initial course, and the surgical removal of the left ovary was
carried out in the face of the presumptive diagnosis of ovarian
tumor. The procedure and the evolution of the case were
satisfactory and the animal was discharged after removal of the skin
spots in 15 days. The final diagnosis was established after
histopathological examination, resulting in a rare compatible
picture of malignant teratoma. Ovarian teratoma is a rare pathology
in mare, which causes infertility, and must be differentiated from
other pathologies that affect the ovaries. The evaluation of the

Keywords: female's complete reproductive history and the performance of a
Mare series of transrectal and ultrasound examinations over a certain
Ovary period of time are necessary to establish a presumptive clinical
T diagnosis. However, for the final diagnosis, histopathological
eratoma R . . . ;
. examination of the ovarian tissue is essential to check for a rare
wmor condition of teratoma malignancy.
1 INTRODUCAO

Patologias que geram hipertrofia ovariana sio comuns em éguas (WESTERMANN
et al., 2003) e podem ser de origem neoplasica ou nao neoplasica (NIE e MOMONT, 1992).
Dentre os disturbios neoplasicos, os tumores ovarianos que acometem as fémeas equinas
sao: tumor de células da granulosa (TCG), tumor de células da teca (tecoma), tumores
mesenquimatosos (hemangioma, linfoma, fibroma e leimioma) e tumores de células
germinativas (disgermioma e teratomas) (HARLAND, 2009).

Teratomas sao derivados de células germinativas ovarianas primitivas totipotentes
que podem se diferenciar em varios tecidos derivados das trés camadas germinativas
embrionarias (ectoderme, endoderme e mesoderme) (VICUS et al,, 2011), podendo conter

pelos, ossos, musculos e outros tecidos, sendo em sua maioria considerados benignos
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(MCKINNON et al., 2011). Contudo, alguns dos tecidos que compdem um teratoma podem
tornar-se malignos (OUTWATER, 2001), dando origem a adenocarcinomas (VAN CAMP
et al., 1989) ou a teratocarcinomas em éguas (FRAZER et al., 1988).

A teoria mais aceita para a etiologia dos teratomas ovarianos envolve a ativagao
antigénica de odcitos (OLIVEIRA et al., 2004). Para fins de diagnostico dos teratomas,
convém identificar o histérico do animal, realizar a palpagdo transretal, avaliar os achados
ultrassonograficos, laboratoriais e histopatologicos (HARLAND, 2009), sendo que o
tratamento de escolha consiste na remogdo cirurgica denominada ovariectomia
(MCKINNON et al., 2011).

Ressalta-se que embora nio sejam, comumente, considerados tumores funcionais,
os teratomas podem estar associados a interrupg¢ao da ciclicidade nas éguas (OLIVEIRA et
al., 2004), sendo a remogao do ovario afetado util para a restauracdo da fertilidade do animal
(MCKINNON et al., 2011). Relatos de teratomas malignos em éguas sao raros.

Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo relatar caso raro de
teratoma maligno em égua com infertilidade, com énfase nas alteragdes clinicas,

ultrassonograficas e laboratoriais, assim como e no tratamento cirurgico realizado.

2 RELATO DE CASO

Uma égua mestica de quarto de milha, multipara, 19 anos de idade, pesando
aproximadamente 400kg, escore corporal 7, pertencente ao plantel da Cavalaria da Policia
Militar do Estado do Ceara, foi atendida no dia 12 de abril de 2018 no referido local. A fémea
era regularmente vacinada e vermifugada, possuia a alimentacio a base de concentrado
balanceado para éguas em atividade reprodutiva e volumoso a base de feno de Tifton e
apresentava os parametros vitais do exame fisico dentro da normalidade.

De acordo com a anamnese, a ultima pari¢ao ocorreu no ano de 2015 e desde entao
foram realizadas sucessivas coberturas por monta natural sem éxito reprodutivo.No exame
ginecologico, foi avaliada a conformacao da vulva e clitéris, estando ambos em condigoes
anatOmicas normais para a espécie com mucosas normocoradas. Com o auxilio de um
espéculo vaginal do tipo Polansky foram inspecionadas a vagina e a cérvix, ambas sem
alteragdes macroscopicas a0 exame.

Na palpagio do trato reprodutivo por via transretal, ndo foi perceptivel qualquer

alteragdo no utero, porém o exame revelou aumento significativo no tamanho do ovario
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esquerdo (OE), apresentando consisténcia firme e superficie irregular com uma
protuberancia pontiaguda e sélida. Seu formato era arredondado, nao sendo possivel
identificar a curvatura maior ou menor, nem a regiao da fossa ovulatéria. Ja o ovario direito
(OD) apresentou-se normal em tamanho, formato e consisténcia.

Na avaliagao ultrassonografica realizada com um aparelho Mindray DP-10, com um
transdutor linear numa frequéncia de 5SMHZ, foi detectado edema uterino de grau 1 numa
escala de 1 a 5, como também a presenca de cistos no corpo, na bifurcagdo do dtero e nos
tercos proximais dos cornos uterinos direito e esquerdo (Figura 1). O OD encontrava-se
polifolicular, com 2 foliculos maiores, ambos medindo 17mm. Ja no OE, apresentava
estruturas saculares anecodicas, com formato irregular, a maior medindo 27 mm, que a
principio foi descrito como um foliculo. Ja na regiao centro-lateral do OE encontramos uma
grande e extensa estrutura hiperecdica, que a principio foi identificada como um corpo lateo

(CL) de grande extensao, ocupando quase a totalidade do restante do estroma ovariano.

Figura 1 - Cistos no corpo na bifurcagao do utero e nos ter¢os proximais dos cornos
uterinos direito e esquerdo

Fonte: Autores

Estabeleceu-se como conduta inicial o acompanhamento sequencial por palpagoes
transretais e exames ultrassonograficos, revelando ciclos estrais irregulares. No OE verificou-
se a permanéncia da hipertrofia ovariana. As estruturas saculares nao haviam evoluido ou
regredido, como também nenhuma mudanca evidente na massa hiperecdica ocorreu, tendo
sido visualizado apenas o desenvolvimento de foliculos hemorragicos, um deles medindo 56

mm (Figura 2). Ja no OD, constatou-se o desenvolvimento e a atresia folicular normalmente.
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Na avaliagao clinica da fémea foi observado distirbio comportamental com libido
exacerbada, incompativel com a fase do ciclo estral, além de infertilidade apds sucessivas
coberturas por monta natural. Foi realizada hormonioterapia para induzir ovulagio com
Gonadotrofina Coriénica Humana (HCG) (Chorulon®) na dose de 3000 U.I, por via
endovenosa, como também Desorelina (Sincrorrelin®) na dose de 750 pg, por via
intramuscular, e para lisar corpo lateo, Prostaglandina sintética (Ciosin®) na dose de 0,265

mg por via intramuscular.

Figura 2 - Ovario Esquerdo. Cistos ovarianos acompanhados através de ultrassonografia
por 8 meses (a,b) (setas azuis). Um dos foliculos hemorragicos presentes no ovario
esquerdo, medindo 56 mm (c,d). Corpo Liteo observado no ovario esquerdo apods a
realizagdo da terapia hormonal para tratar os foliculos hemorragicos (e) (seta azul)

Fonte: Autores
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Foi coletada amostra de secre¢do uterina para realizacio de exame citolégico e
cultura bacteriana, a fim de avaliar possivel infertilidade de causa infecciosa. No entanto, os
achados citologicos e microbioldgicos nao revelaram presenca de patégenos.

Apbs 8 meses, depois de varias tentativas sem sucesso no intuito de produzir uma
gestacao, optou-se pela remogao cirdrgica do OE, diante do diagnostico presuntivo de tumor
ovariano.

Antes e apds a cirurgia foram realizadas dosagens hormonais de estradiol,
progesterona e testosterona (Tabela 1 e 2) com o intuito de investigar, documentar e
confirmar o diagndstico clinico, assim como descartar outras causas potenciais das alteragoes
comportamentais e da infertilidade observadas. Amostras de sangue com a fémea na fase de
diestro foram coletadas em intervalo de quatro horas durante 24 horas, antes e apds a
ovariectomia. Em seguida, as amostras foram submetidas a analise laboratorial pelo método
de quimioluminescéncia. Nas tabelas citadas estao expressas as médias dos valores obtidos
nas 24 horas, descriminando a fase do ciclo estral e referentes a estradiol, progesterona e

testosterona.

Tabela 1 - Média dos valores obtidos a partir das analises hormonais séricas coletadas em
intervalos de 4 horas durante 24 horas no periodo pré-ovariectomia.

Variavel Estradiol Progesterona Testosterona
Dosagem no diestro 58,9 pg/ml 0,70 ng/ml < 20,0 ng/ml
Referencia em diestro 16,8-19,8 pg/ml >1,0 ng/ml < 50,0 ng/ml

Fonte: Laboratério Vettings

Tabela 2 - Média dos valores obtidos a partir das analises hormonais séricas coletadas em
intervalos de 4 horas durante 24 horas no petriodo pds-ovariectomia.

Variavel Estradiol Progesterona Testosterona
Dosagem no diestro 35.9 ng/ml 4,91 ng/ml 45,4 ng/ml
Referencia em diestro 16,8-19,9 pg/ml > 1.0 ng/ml < 50,0 ng/ml

Fonte: Laboratério Vettings

No dia 13 de dezembro de 2018, a égua foi encaminhada para o Hospital
Veterinario Metropolitano (HVM), localizado no municipio de Caucaia — Ceara. A paciente
deu entrada no HVM e foi direcionada para o tronco de conten¢ao, submetida a mais um
exame ultrassonografico do trato reprodutivo, nao apresentando mudangas significativas.

Foram realizadas a tricotomia e a antissepsia com Polivinil Pirrolidona Iodo (Riodeine
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Dermo Suave Degermante®), Digliconato de Clorexidina 2% (Riohex 2%®) e alcool 70%,
na regiao do flanco esquerdo.

A veia jugular foi canulada com o uso de cateter intravenoso n°14, sendo realizada
sedacio com 20 ng/kg (0,2ml/100kg) de Cloridrato de Detomidina (Dormium V®),
manuten¢ao com infusdo continua com 60 pg /kg/h (0,6ml/100kg) de Cloridrato de
Detomidina e 0.1 mg/kg/h de Motfina juntas em um litro de soro NaCl 0,9%, 1.3 mg/kg/h
de lidocaina 2% sem vaso constritor em infusio continua em 1 litro de soro NaCl 0,9%, no
local da incisdo cirurgica foi realizado bloqueio loco-regional em L invertido com 150 ml de
lidocaina 2% sem vaso constritor como também no pediculo ovariano antes da utiliza¢ao do
emasculador.

A ovariectomia unilateral esquerda foi realizada por laparotomia com a fémea na
posi¢ao quadrupedal. Para acessar o ovario foi realizada incisao de pele de aproximadamente
20 cm de comprimento no sentido vertical no flanco esquerdo. Seguiu-se com a divulsao dos
tecidos, rompendo-se as fibras dos musculos obliquo abdominal externo, interno e
transverso, respectivamente. Rompeu-se o peritonio, alcancando-se, entdo, a cavidade
abdominal. Com a exteriorizagao do ovario da cavidade abdominal, o pediculo ovariano foi
emasculado e ligado com fio de sutura sintético absorvivel n° 0 do tipo Acido Poliglicélico

(Vicryl®) (Figura 3).

Atualidades e Fundamentos em Reprodugio e Desenvolvimento




Figura 3 - Cirurgia de ovariectomia Unilateral Esquerda. Chegada do animal no Hospital
Veterinario Metropolitano (a). Procedimento de tricotomia e antissepsia na regiao cirdrgica
(b). Incisao de 20 centimetros de comprimento no sentido vertical no flanco esquerdo (c).
Divulsao dos tecidos (d). Exteriorizacdo do ovario da cavidade abdominal (e). Pediculo
ovariano emasculado e ligado com fio de sutura Vicryl® n°0 (f). Ovario esquerdo removido

(g,h,1).

Fonte: Autores

Foi langado na cavidade abdominal solugao contendo 1600 mg de Gentamicina
(Gentatec®), 60 ml de Dimetilsulféxido - DMSO (Dimesol®) diluidos em 1 litro de soro
NaCl 0,9%, seguindo-se a sutura do peritonio em conjunto com o musculo transverso,
empregando-se fio de sutura sintético absorvivel n° 0 do tipo Acido Poliglicélico (Vicryl®)
com padriao de sutura continuo tipo Reverdin. Na sequéncia, realizou-se a sutura dos
musculos obliquo abdominal interno e externo, utilizando-se o mesmo fio e padrao de sutura.
Finalmente, realizou-se a dermortrafia, com fio de nylon n° 2, em sutura padrao simples tipo

Wolft (Figura 4).
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Figura 4 - Dermorrafia com fio de nylon n° 2, em sutura padrao simples tipo Wolff

= 5

Fonte: Autores

O ovario removido foi armazenado em gelo e imediatamente foi encaminhado
para exames laboratoriais, submetido a aspiragao folicular em busca de odcitos e em
seguida para exame histopatolégico.

No pés-operatorio imediato foi utilizado Flunixin meglumine (Flunixin®) na dose
de 1,1 mg/kg por via endovenosa, SID, por cinco dias consecutivos; antimicrobiano a base
de Benzilpenicilina G, Procaina, Benzilpenicilina G Benzatina e Dihidroestreptomicina,
associado a um anti-inflamatério nao-hormonal Piroxicam (Pencivet® Plus PPU) na dose
de 375 U.I/kg de Benzilpenicilina por via intramusculat, BID, por cinco dias, 1600 mg de
Gentamicina (Gentatec®) diluido em 1 litro de soro, por via endovenosa, SID, por cindo
dias. Além das aplica¢oes, higienizacao diaria da ferida cirargica com iodopovidona seguida
da aplicacio de repelente topico (Spray Bactrovet Prata®).

Apbs cinco dias, estabeleceu-se alta hospitalar e a retirada dos pontos foi realizada

apos 15 dias do procedimento.

Aspiragao folicular

O ovirio removido foi submetido a pung¢oes foliculares em busca de odcitos,
porém nenhum odcito foi encontrado no conteudo aspirado. Durante as aspira¢des, a
coloragio e viscosidade do conteddo variaram entre transparente, pouco amarelado,

amarelado mais escuro, amarronzado e preto viscoso (Figura 5).
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Figura 5 - Puncio folicular guiada por ultrassonografia (a,c). Conteudo dos foliculos
apresentando coloragao amarelada, transparente e preta (a,b,d).

Fonte: Autores

Caracteristicas Macroscipicas

O ovario removido era irregular, ovoide, possuia zonas avermelhadas e amareladas,
pesava 0,940 kg e media cerca de 14,0 x 10,0 x 5,5 cm apds drenagem do fluido. Possuia
consisténcia firme e ao corte, a superficie revelou multiplas cavidades cisticas de tamanhos
variados, entremeadas a feixes fibrocartilaginosos e ocasionais fragmentos pilosos arranjados
em tufos. Havia, ainda, em um de seus polos, cavitagio cistica contendo conteudo
pardacento e friavel, medindo 2,0 cm de diametro e uma cavidade contendo conteudo denso

e amarelado (Figura 0).
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Figura 6 - Ovario esquerdo removido pesando 0,940 kg e medindo cerca de 14,0 x 10,0 x
5,5 cm apods drenagem do fluido, de consisténcia firme. Ao corte, a superficie revelou
multiplas cavidades cisticas de tamanhos variados entremeadas a feixes fibrocartilaginosos e
ocasionais fragmentos pilosos arranjados em tufos.

Fonte: Autores

Andlise Histopatoligica

Virias amostras do tecido ovariano foram selecionadas aleatoriamente e fixadas em
formaldeido 4% para exame histopatolégico. As sec¢Oes histopatologicas exibiram grande
diversidade de tecidos compondo neoplasia bem diferenciada com areas de pele, tecido
respiratorio e nervoso bem diferenciados. Havia ainda glandulas adrenais imaturas, tecido
fibrocartilaginoso e area cistica papilar revestida por epitélio maligno com multiplas vesiculas

de decaptagao. Discreto processo inflamatério crénico ativo foi observado, assim como
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focos de hemorragia. O quadro histopatologico se caracterizou como compativel com
teratoma maligno.

O diagnoéstico diferencial para hipertrofia ovariana deve incluir condi¢gdes nao
neoplasicas (foliculo anovulatério, hematoma ovariano, abscesso ovariano), bem como
condi¢des neoplasicas (TCG, Teratoma, Disgerminoma e Linfossarcoma) (LEFEBVRE,
2005).

Os foliculos anovulatérios sio a principal causa do aumento do tamanho ovariano
(FRAZER, 1986), podendo se apresentar grandes (5 a 15 cm de diametro), persistir por até
2 meses, e resultar em comportamento estral anormal e intervalos interovulatorios
prolongados (MEYERS,1995). Foliculos anovulatérios também podem conter sangue e sao
consequentemente, muitas vezes denominados foliculos hemorragicos. No presente caso, o
exame ultrassonografico apresentou foliculos anovulatérios no OE, podendo estar
relacionado aos sinais de estro exacerbados observados na fémea do presente relato.

Os hematomas do ovario sao resultantes de uma hemorragia excessiva no limen
folicular ap6s a ovulagdo, sendo geralmente muito grandes (MCCUE, 1998). Ao exame
ultrassonografico, o foliculo preenchido com sangue, inicialmente, aparece hipoecéico e
quando o coagulo sanguineo se torna mais organizado, a aparéncia fica manchada. O ovario
pode levar meses para retornar ao tamanho normal e a ecogenicidade. No entanto, os
hematomas nem sempre estao associados a infertilidade (BLANCHARD, 2003). Ressalta-se
que no presente caso, o exame ultrassonografico nao foi compativel com hematoma.

Por sua vez, os abscessos ovarianos sao geralmente unilaterais e apresentam aspecto
hiperecogénico homogéneo ao exame ultrassonografico. Tais observagoes ultrassonograficas
nao foram verificadas no caso descrito.

Tumores ovarianos sao raros em éguas e sao provenientes dos tecidos ovarianos,
onde sio classificados de acordo com sua origem celular em: tumor de células germinativas,
TCG, tumor de células da teca e tumores mesenquimatosos (HARLAND, 2009). Nesta
categoria, o TCG ¢é o tumor ovariano mais comumente relatado (SUNDBERG, 1997).
Geralmente, a ultrassonografia transretal do ovario afetado com TCG revela estrutura
multicistica ou em favo de mel, uma massa sélida ou um unico grande cisto (MCCUE, 1998).
No presente caso, as imagens ultrassonograficas apresentaram ecogenicidade mais
homogénea condizentes com uma massa tumoral.

Tumores localizados no estroma ovariano sectetam varios hormonios, incluindo
progesterona, estradiol e testosterona, sendo a dosagem hormonal um complemento util para

diagnostico diferencial (WATSON, 2002). As células da granulosa e da teca geralmente
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coexistem na mesma neoplasia e produzem hormonios diferentes, variando as caracteristicas
clinicas da doenca. Na presenca de tumor de células granulosa/teca ou GTCT, a testosterona
¢ elevada em aproximadamente 50 a 60% das éguas afetadas e é geralmente associado ao
comportamento parecido com um garanhao (MCCUE, 1998). No caso em estudo, a égua
nao apresentava tal comportamento e a dosagem de testosterona encontrada antes da cirurgia
foi < 20,0 ng/ml, enquanto o valor de referéncia normal para égua nio gravidica é de < 50,0
ng/ml.

Ja os niveis de progesterona em éguas normais aumentam apos a ovulagao (diestro)
e estdo em nfveis basais no cio ou anestro, podendo aumentar em éguas com anormalidades
ovarianas transitorias, tais como luteinizacdo, foliculos anovulatérios ou hematomas
ovarianos luteinizados. Em contraste, a progesterona nao é produzida por tumores ovarianos
(MCCUE, 2013). No caso em estudo, o nivel de progesterona encontrado antes da cirurgia
foi de 0,70 ng/ml, abaixo do valor normal na fase do diestro > 1,0 ng/ml. Apds a
ovariectomia, os valores encontrados pelas dosagens de estradiol, progesterona e
testosterona se aproximaram dos valores normais de acordo com a fase do ciclo estral (Tabela
1e2).

No presente caso, o animal apresentou alguns episédios de libido exacerbada; que
podem estar correlacionados com foliculos anovulatérios que se desenvolveram e com a
neoplasia (MCCUE, 1998), como o teratoma diagnosticado nesse caso. Ressalta-se que o
exame histopatoldgico foi decisivo para o diagnostico diferencial do teratoma, reforcando a
hipétese de que nao se tratava de um TCG.

Embora o teratoma seja considerado o segundo tumor ovariano mais frequente em
cavalos, ¢ uma condicao muito rara (MCCUE, 1998). No caso de teratomas ovarianos em
éguas, a terapia recomendada ¢ a ovariectomia (PUGH et al., 1985). Para um diagnéstico
preciso e tratamento eficaz, ¢ necessario levar em consideracio o temperamento da égua, as
exigencias do proprietario do animal, a acomodagao cirurgica e o tipo de tumor ou aumento
de volume. Para um diagnéstico final, o exame histopatolégico de diferentes amostras do

ovario removido é crucial (VANHAESEBROUCK et al., 2010).
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3 CONCLUSAO

O teratoma ovariano ¢ uma patologia rara em égua, que causa infertilidade, devendo
ser diferenciado de outras patologias que afetam os ovarios. A avaliagio da historia
reprodutiva completa da fémea e a realizagio de uma série de exames transretais e
ultrassonograficos durante um certo periodo de tempo sao necessarios para estabelecer um
diagnéstico clinico presuntivo. No entanto, para o diagnostico final, o exame histopatologico

do tecido ovariano é essencial para verificagao de condi¢ao rara de malignidade do teratoma.
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RESUMO

O atual nimero de cies presentes no mundo reflete a importancia
dessa espécie no convivio com os seres humanos. Ao buscar
aprimorar as ragas existentes, gerando exemplares mais saudaveis,
de bom temperamento e aptos as tarefas a eles exigidas, a

10/05/2021 reproducao assistida torna-se uma condi¢do necessiria. Além
Aceito em: disso, o cao doméstico serve como um modelo para o
13/05/2021 aperfeicoamento de técnicas reprodutivas visando a preservacao de
Data de publicagio: canideos ameagados de extingdo. A cadela pode ser classificada
19/07/2021 como monoéstrica, com ovulagdo espontanea e nao estacional para

Palavras-chave:

a maioria das ragas. O ciclo estral é dividido em quatro fases: em
média, seis a nove dias de proestro, seis a nove dias de estro, dois
meses de diestro e trés a quatro meses de anestro. As diferencas
inerentes a cada fase do ciclo podem ser identificadas pelo

:/Ia:r?e]’o comportzflrnento da . féméa, pe}as caracteristicas dos 6rgaos

reprodutivos, pela citologia vaginal ou dosagem hormonal. A
Reprodutivo determinagao do intervalo de maior fertilidade da cadela pode ser
Horménios realizada associando-se dois ou mais desses métodos. Conhecer

com precisao esse intervalo é util quando se intenciona utilizar a
insemina¢ao artificial com sémen refrigerado, congelado ou de
qualidade inferior. A inseminagdo artificial, juntamente com a
criopreserva¢ao de sémen e a inducdo da ciclicidade sio as
biotécnicas reprodutivas mais utilizadas em caes. Conhecer as
particularidades reprodutivas dos caes, sobretudo da fémea,
possibilita empregar com sucesso essas biotécnicas e aprimorar o
uso de outras ainda infrequentes nessa espécie.

BASIC REPRODUCTIVE PHYSIOLOGY OF THE CANINE
FEMALES

The great number of dogs currently living in the world reflects the
importance of this species for the human society. By seeking to
improve the actual breeds, generating healthier specimens, with
good temperament and fit to the tasks required of them, assisted
reproduction becomes a necessary condition. Furthermore, the
domestic dog serves as a model for the improvement of
reproductive techniques aimed at the preservation of wild,
endangered canids. The bitch can be classified as monoesttric,
spontaneous ovulation and non-seasonal for most breeds. The
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estrous cycle is divided into four phases: average six to nine days
Keywords: proestrus, six to nine days estrus, two months diestrus and three to
four months anestrus. The differences in each phase can be
identified by the female behavior, by the characteristics of the
reproductive tract, vaginal cytology or hormonal assays. Setting the
Canine bitch’s most fertile days can be better accomplished by associating
Female two or more of these methods. Knowing this timing accurately is
useful when seeking to use artificial insemination with chilled,
frozen or low-quality semen. Artificial insemination, along with
cryopreservation of the semen and cyclicity induction are the most
widely used reproductive techniques in dogs. Knowing the canine
reproductive peculiarities, especially in the bitch, makes it possible
to successfully employ these techniques and improve those that are
still uncommon in this species.

Breeding

Management

1 INTRODUCAO

A convivéncia e parceria entre caes e seres humanos é uma das mais antigas ja
registradas. Desde a domesticacio, o relacionamento entre homem e cachorro se
intensificou, e os cuidados e gastos com os caes aumentaram consideravelmente (KOLER-
MATZNICK, 2002; SINGH e¢7 al., 2019). Em 2018, o Instituto Pet Brasil atualizou o ultimo
levantamento pelo IBGE, apontando um total de 54,2 milhdes de caes no pais contra cerca
de 470 milhées em todo o mundo, garantindo a segunda coloca¢ao mundial, atras apenas
dos Estados Unidos. Segundo dados aferidos no mesmo periodo, o nimero de caes no Brasil
superava o numero de criangas e jovens de zero a 14 anos, os quais totalizavam 41,4 milhoes
(IBGE, 2018; INSTITUTO PET BRASIL, 2019). Estima-se, também, que 46,1% dos lares
brasileiros possuam ao menos um cao, o que corresponde a 33,8 milhdes de domicilios
(IBGE, 2019).

As estratégias reprodutivas utilizadas pelos seres humanos com os caes surgiram
com o objetivo de criar racas destinadas a diferentes propositos que melhor serviam as
necessidades de seus proprietarios (V ILA, LEONARD, 2007). Hoje em dia, sao conhecidas
mais de 400 ragas de caes, dentre as quais incluem, por exemplo, as destinadas a companhia,
ao trabalho, a guarda e ao pastoreio (FCI, 2021).

A primeira inseminagao artificial relatada na veterinaria foi realizada em uma cadela
pelo cientista italiano Lazzaro Spallanzani em 1784, o que resultou em uma ninhada de trés
filhotes (ORLAND, 2017). Embora, hoje, o uso da inseminagio artificial esteja ja bastante

difundido nessa espécie, algumas técnicas mais avangadas que envolvem manipulagao de
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gametas e embrioes, largamente utilizadas em animais de producdo, sio ainda atrasadas nos
animais de companhia (LUVONI ez 4/, 2006). Assim sendo, o aperfeigoamento dessas
técnicas e a obtencdo de sucesso na reprodugao canina requer o conhecimento acerca das
particularidades reprodutivas da espécie, e ¢ essencial na busca pelo melhoramento genético
das racas existentes (WANG, 2018).

A selecao criteriosa de reprodutores e matrizes e o uso adequado das técnicas
reprodutivas garantem geragoes de animais com superioridade genética, ou seja, menos
inclinados a desenvolver doengas predisponentes, com bom temperamento, € aptos as tarefas
impostas pela raga a que pertence (DUFFY; SERPELL, 2012; GODDARD; BEILHARZ,
1982; MAEJIMA et al., 2007, SWENSON e7 al., 1997). O uso da reproducio assistida em
caes também serve como modelo de estudo para espécies de canideos selvagens ameagados
de extingdo, técnicas que podem ser posteriormente melhoradas e usadas na manutengio e
prevencio da biodiversidade (LUVONI, 2000).

Esse trabalho tem como objetivo fazer uma revisao acerca da fisiologia reprodutiva
da fémea canina, abrangendo as particularidades do ciclo estral e comportamento sexual,
associando essas informagdes ao uso das biotécnicas mais difundidas na reproducao dessa

espécie.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Ciclo estral da fémea canina

Os eventos enddcrinos basicos que regulam a ciclicidade da cadela sao similares aos
da maioria das espécies domésticas ja estudadas. Isso ¢, a predominancia do estréogeno na
fase folicular, levando ao pico do hormonio luteinizante e ovulagdao e ao comportamento de
estro; predominio progesteronico durante a fase luteinica no intuito de preparar o organismo
da fémea para a gestacao; e o papel do hipotilamo como regulador do ciclo estral e
reproducao. Entretanto, a forma e o perfodo em que esses eventos ocorrem e as
consequentes respostas fisiologicas as agoes e interagdes hormonais diferem na cadela e
tornam-na uma espécie unica no estudo da reprodugao animal (CONCANNON, 2011;
SCHATTEN; CONSTANTINESCU, 2007).

O ciclo estral da fémea canina pode ser dividido em quatro fases: proestro, estro,
diestro e anestro. O intervalo entre estros é de cinco a 12 meses, variando entre cadelas e em
ciclos diferentes de uma mesma cadela (CONCANNON, 2011). O longo periodo interestro

classifica essa espécie como mono ou diéstrica anual, sem influéncia da estacao do ano para
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a maioria das ragas, com exce¢ao do basenji que apenas cicla uma tnica vez ao ano, no
outono (JOHANNES, 2003; SOKOLOWSKI e al., 1977).

O proestro ¢ a primeira evidéncia de fertilidade da cadela, na qual ela inicia a
producao de feromonios atrativos aos machos, presentes nas secre¢oes vaginais, sem, no
entanto, aceitar a monta (CONCANNON;, 2011). Nessa fase, ocorre o recrutamento e
crescimento dos foliculos pré-ovulatérios, o que resulta em niveis estrogénicos cada vez mais
altos, chegando a atingir valores entre 50 e¢ 100 pg/mL (CONCANNON ¢ al., 1989).
England ez a/. (2009) demonstraram em seu estudo sobre a dinamica folicular de cadelas um
rapido aumento no nimero de foliculos presentes em cada ovario no inicio do proestro (oito
foliculos pequenos) em comparagao com o anestro anterior (dois foliculos pequenos) e uma
média de quatro a cinco foliculos pré-ovulatorios por ovario ao final dessa fase.

Os altos niveis de estrogeno provocam mudangas fisiologicas na fémea, facilmente
identificadas pelo proprietario ou médico veterinario. Como exemplo, nota-se o edema e
rubor da vulva, frequentemente acompanhados de secrecio vaginal serosanguinolenta
(Figura 1A), mucosa vaginal edemaciada, résea a avermelhada e lubrificada na vaginoscopia;
e um paulatino aumento de células superficiais com nucleo picnético ou anucleadas
resultantes da proliferacio do epitélio, e presenca de eritrocitos lisados ou intactos na
citologia vaginal (JEFFCOATE, LINDSAY, 1989; KUSTRITZ, 2012).

Diferentemente das demais espécies domésticas, porém de modo similar ao que
acontece na mulher e em alguns roedores, a cadela apresenta uma luteinizacao pré-ovulatoria
dos foliculos, e é responsavel pela produgio inicial de pequenas quantidades de progesterona
e consequente reducao dos valores de estrogeno, levando as mudangas de coloragdao e
turgidez dos 6rgaos reprodutivos e do comportamento da fémea na medida em que o
proestro adianta-se em relagao ao estro (ASA, VALDESPINO, 1998; CONCANNON et al.,
2009; CONCANNON,;, 2011). Portanto, ao final dessa fase, observa-se na vagisnoscopia
uma regressio do edema de vulva e vagina e a descoloragao das mucosas. Além disso, a
atitude da fémea em relacio ao macho passa de agressiva a tolerante ou brincalhona. O
proestro pode durar de trés até 21 dias, com média de nove dias, e o término dessa fase,
endocrinologicamente coincide com a onda pré-ovulatéria de LH (CONCANNON, 2011;
FORSBERG, 2001).
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Figura 1— (A) Vulva de cadela edemaciada com presenca de secre¢ao serosanuinolenta
(seta azul); (B) Lamina de citologia vaginal, com presenca de células superficiais anucleadas
(escamas), caracteristicas da fase de estro.

Fonte: Autores

Com relagao ao comportamento, a fase de estro ¢ iniciada quando a fémea passa a
aceitar a monta e a procurar o macho, o que ocorre normalmente cerca de dois dias antes do
pico pré-ovulatério de LH, quando os niveis de progesterona aumentam simultaneamente a
queda dos niveis de estrégeno (CONCANNON, 2009). A duracao média dessa fase ¢ similar
a anterior, nove dias, no entanto, variagbes no comportamento da cadela durante o estro
podem ocorrer e estao relacionadas nao somente aos niveis hormonais, mas também com o
temperamento da fémea, local escolhido para a cobertura e com o macho propriamente dito
(CONCANNON ¢f al., 1979; CONCANNON, 2011).

Ap6s o pico de LH, os niveis de estrégeno caem para valores abaixo de 20 pg/mL,
enquanto que os niveis de progesterona aumentam rapidamente de 1 a 2 ng/ml. no final do
proestro, chegando a 25 ng/mL, dez dias ap6s o comeco do esttro (CONCANNON, 2011).
Na vaginoscopia, a mucosa mantém-se hipocorada e com um aspecto rugoso devido a
drastica reducdo do edema. Em relagiao a citologia vaginal, 95 a 100% do total celular
observado é composto por células superficiais com nucleo picnético ou anucleadas (Figura
1B). Algumas fémeas podem manter o edema de vulva e vagina e secre¢do vaginal
serosangramenta durante o estro, sem qualquer comprometimento da fertilidade
(KUSTRITZ, 2012).

Na cadela, a ovulagao é determinada por fatores enddcrinos em momento
especifico do ciclo estral, sem interferéncia da copula. No entanto, é dificil definir o periodo
de maior fertilidade dessa espécie considerando apenas o inicio dos sinais de proestro ou
estro, devido a grande variagao na duracio dessas fases (FORSBERG, 2001). O petiodo mais

consistente e confiavel é aquele entre o pico do hormoénio luteinizante e do inicio da
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ovulag¢io, o qual fica entre 36 a 50 horas, enquanto que o processo ovulatorio pode perdurar
por até 96 horas (CONCANNON, 1993; CONCANNON, 2009; JEFFCOEATE,
LINDSAY, 1989).

Além disso, na cadela, os odcitos sao liberados ainda imaturos, na fase de profase
I, e o término das divisdes meidticas e expansio das células do ciumulus ocorrem nos
ovidutos, em um a dois dias (CONCANNON ¢z a/., 1989; TSUTSUI, 1989; YAMADA ¢t al.,
1993). Ap6s maturados, os odcitos podem permanecer viaveis, em média, por mais quatro a
seis dias, e considerando o tempo semelhante de sobrevida dos espermatozoides, a gestacdo
na cadela pode ocorrer com um unico acasalamento em praticamente qualquer momento do
estro, o que justifica as altas taxas de fertilidade encontradas nessa espécie (CONCANNON
et al., 2009). Todavia, quando se intenciona utilizar um sémen refrigerado, congelado ou de
qualidade inferior, o intervalo de maior fertilidade da fémea a ser considerado é aquele
compreendido entre quatro a sete dias ap6s o pico de LH, no qual os odcitos ja foram
liberados e maturados (FORSBERG, 2001).

Como a ovulagio esta correlacionada com o pico de LH, a dosagem direta desse
hormoénio no sangue é o método comercialmente disponivel, que melhor permite determinar
o momento exato desse evento na cadela. No entanto, o teste muitas vezes nao ¢ acessivel
devido aos custos e necessidade de manejos frequentes de colheita de sangue e
processamento das amostras, ja que o perfodo em que os niveis desse hormoénio permanecem
altos na corrente sanguinea ¢ bastante curto (ENGLAND; RUSSO, 2008). A citologia
vaginal, é capaz de identificar a fase do ciclo estral em que a fémea se encontra, porém nao
¢ capaz de predizer o momento da ovulagao, podendo ser utilizada para a indicar o dia da
cépula ou inseminagao (CONCANNON, 2011; KUSTRITZ, 2012).

A dosagem da progesterona busca contornar esse problema, e é atualmente o
método mais utilizado para determinar o momento da ovulacio. Normalmente, durante o
pico de LH, os niveis de progesterona encontram-se ao redor de 2 ng/ml e aumentam para
4210 ng/mL na ovulagio JOHNSTON, ROOT, 1995). Contudo, devido a grande vatiagio
nas concentracoes desse hormonio de cadela para cadela, recomenda-se a realizagao de
dosagens seriadas, buscando acompanhar a evolugdo das concentragdes e garantir maior
confiabilidade do teste (KUSTRITZ, 2012). O término do estro pode ser definido quando a
fémea deixa de permitir a cépula, ou clinicamente pelo retorno da coloracio résea da vagina,

com pequenos capilares visiveis e pela nio mais predominancia de células cornificadas na

Atualidades e Fundamentos em Reprodugio e Desenvolvimento




citologia vaginal, eventos que comegam a ocorrer normalmente cerca de sete dias apos o pico
de LH (CONCANNON ¢ al., 2009).

Os niveis de progesterona continuam a subir com a formagao dos corpos lateos,
chegando aos valores maximos de 15 a 90 ng/mL apéds cerca de 20 dias do inicio do diestro
(CONCANNON, 2005; EDQVIST et al, 1975). Nesses primeiros dias, a sintese de
progesterona pelos corpos liteos ocorre de forma independente, no entanto, a partir da
segunda metade dessa fase, fatores luteotréficos como o LH e a prolactina sdo essenciais na
sua manutenc¢ao, de modo que o bloqueio exégeno desses hormonios pode levar a lutedlise
ou a redugoes drasticas nos niveis de progesterona (CONCANNON ez /., 1987; OKKENS
¢t al., 1980).

A dura¢ao média do diestro na espécie canina é de 60 dias, sendo semelhante entre
cadelas prenhas e nao-prenhas, porém ligeiramente menor em cadelas prenhas (ASA;
VALDESPINO, 1998; KOWALEWSKI et al., 2011; OLSON et al., 1989). Enquanto que em
cadelas ciclicas os niveis de prolactina aumentam até valores aproximados a 9 ng/mlL ao final
do diestro, em cadelas prenhas essa concentracao pode atingir 50 ng/ml. imediatamente
anterior ao parto (CONCANNON e o/, 2001; GRAF, 1978). Algumas cadelas nio-
gestantes, no entanto, podem apresentar um aumento dos niveis de prolactina, resultando
num quadro conhecido como pseudo-gestagdo, no qual ocorrem mudangas no
comportamento da fémea, como nidificacao e ado¢ao de objetos, desenvolvimento mamario
e secrecao lactea (GOBELLO ez al., 2000; TSUTSUI, ez al., 2007).

O retrato celular observado na citologia vaginal durante a fase de diestro ¢ uma
predominancia de células parabasais e intermediarias, células menos superficiais do epitélio,
e um grande nimero de polimorfonucleares, como neutréfilos, que atravessam facilmente o
epitélio da parede vaginal, adelgacado pelos baixos niveis de estrogeno (CHANDRA;
ADLER, 2008; KUSTRITZ, 2012). A partir da segunda metade do diestro, os niveis de
progesterona decaem lentamente até valores inferiores a 1 ng/ml., o que determina o inicio
do anestro (OLSON ez al., 1989).

Embora em cadelas prenhas a prostaglandina I, sintetizada pelo trofoblasto dos
fetos, seja a principal responsavel pela lutedlise e desencadeamento do parto
(KOWALEWSKI et al., 2010), em fémeas ciclicas, a regulagao de fatores luteotréficos, tanto
na via enddcrina, como principalmente paracrina e autdcrina, parecem ser mais importantes
na duracgdo da viabilidade do corpo luteo do que fatores luteoliticos (FERNANDES e¢f 4/,
1987; OLSON ez al., 1984; PAPA; KOWALEWSKI, 2020). A regressao lutea na cadela

ocorre devido a uma progressiva degeneracio do tecido luteinico, resultando em niveis cada
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vez menores de hormoénios esteroides circulantes e numa estrutura completamente
afuncional ao final do diestro (DORE, 1989).

As concentracdes basais de esteroides e a inatividade ovariana caracterizam o
anestro, perfodo obrigatério no ciclo estral da fémea canina (CONCANNON, 2011).
Durante essa fase, as concentracoes de LH sao inferiores a 1 ng/ml,, apresentando pulsos
com frequéncia de uma a seis vezes ao dia, enquanto que poucos dias antes do proestro, esse
intervalo aumenta para até uma vez a cada hora e concentragdes iguais ou superiores a 3
ng/mlL, sendo que no pico pré-ovulatério esses niveis podem atingir 40 ng/ml, com média
ao redor de 10 a 15 ng/mL (CONCANNON ¢/ al., 2009). Os valores de FSH gradualmente
aumentam com a progressio do anestro, juntamente com o estrogeno, o que pode estar
relacionado com uma pré-selecio da populagio folicular para o proximo ciclo
(JEFFCOATE, 1993; OKKENS; KOOISTRA, 20006). O anestro ¢é essencial para a completa
involugdo uterina e reparagao histolégica do endométrio, processos que necessitam de um
periodo minimo de sete semanas, mas que em média duram de trés a cinco meses
(CONCANNON ¢t al, 2009; PO-YIN et al, 2006). As caracteristicas observadas na
vaginoscopia sio semelhantes aquelas da cadela em diestro, enquanto que na citologia
vaginal, ha um predominio marcante de células parabasais e raros ou nenhum neutréfilo

presente (CONCANNON, 2011).

2.2 Biotécnicas aplicadas a reprodugao canina

Algumas biotécnicas que sao utilizadas na criagio da espécie canina sio a
criopreservacao de sémen, indugao da ciclicidade e inseminacao artificial. Para a aplicagao de
qualquer uma dessas biotécnicas de reprodugdao é necessario o conhecimento sobre
espermatogénese, ciclo estral da cadela, bem como os hormoénios envolvidos em cada fase
do mesmo.

A criopreservagao de espermatozoides tornou-se uma ferramenta indispensavel na
reproducio. No entanto, o sémen congelado/descongelado tem uma viabilidade menor no
genital da fémea devido a perda da integridade das células espermaticas (ALHAIDER;
WATSON, 2009; SICHERLE e /., 2020). Os meios diluentes empregados na congelagao
de sémen canino tém a gema de ovo como componente para auxiliar na protecio da
integridade da membrana espermatica. De acordo com Axnér e Lagerson (2010), a

integridade da membrana espermatica foi significativamente melhor no meio a base gema de
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ovo do que em diluente a base de lecitina. Contudo, a lecitina pode ser uma alternativa
interessante para a criopreservacao do sémen, sem uso de proteina de origem animal.

De acordo com a literatura, a indugao da ciclicidade em cadelas pode ser realizada
empregando-se agonistas da dopamina (como a cabergolina), agonistas do hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e gonadotrofina (FSH), mas cada tratamento tem suas
vantagens e desvantagens. Apesar da ampla disponibilidade desses medicamentos em todo o
mundo, ndo ha um protocolo unico e eficiente para a inducdo do estro em fémeas caninas.
O periodo de tratamento possui uma grande variagao em dias para inicio da expressio do
pro-estro e nem todas as fémeas respondem ao protocolo (KUTZLER, 2018;
MOGHEISEH ¢z al., 2017; WALTER ez al., 2011).

A inseminagao artificial (IA) é uma biotécnica da reproducio, em que o sémen do
cao ¢ colhido posteriormente depositado no genital da fémea. As principais indicagdes para
uso da IA sao falhas na realizagio da monta natural por incapacidade do macho,
agressividade dos reprodutores, incompatibilidade conformacional (ragas braquicefalicas),
diferentes localidades do macho e da fémea ou quando pretende-se associar ao uso de sémen
refrigerado ou congelado (MASON, 2017; MASON, 2018). Como descrito anteriormente, o
periodo fértil da cadela pode ser melhor acurado usando uma combinagdo de citologia e
morfologia da mucosa vaginal, comportamento e dosagem hormonal, com destaque para a
progesterona.

As formas, em que a IA pode ser feita sao baseadas no tipo de sémen que sera
utilizado. Assim, a IA pode ser por meio de deposi¢ao do ejaculado intravaginal (sémen
fresco ou refrigerado), intrauterina, por meio de endoscopia transcervical (sémen refrigerado
e congelado) e intrauterina através de celiotomia ou laparoscopia (sémen congelado). O
sucesso do procedimento esta diretamente relacionado com a determina¢io do momento
ideal, qualidade espermatica e técnica empregada (JEFFCOATE; LINDSAY, 1989;
MASON, 2017; MASON, 2018).

Segundo Moya 7 al. (2021) a IA intravaginal (IAIV) com sémen fresco ¢ a via de
escolha na maioria dos casos, por ser de facil execug¢io e por oferecer bons resultados. Nesse
mesmo estudo, utilizando citologia vaginal para acompanhamento do ciclo estral e escolha
do momento das inseminag¢oes em cadelas da raga Buldogue Inglés, a taxa de prenhez foi de
87,50% (14/16). As ninhadas tiveram em média 5,66 £ 1,20 filhotes, desses 53,16% (42/79)
eram machos e 46,84% (37/79) fémeas.

Ja Hernandes ez a/. (2020) utilizando um estudo semelhante, porém associando a

dosagem de progesterona, apresentou uma taxa de prenhez de 93,33% (14/15), as ninhadas
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tiveram tamanho médio de 8 * 3 filhotes, sendo que a porcentagem de fémeas foi de 47,41%
(55/116) e de machos de 52,59% (61/116).

A inseminagdo intra-uterina, por meio de celiotomia ou por laparoscopia, é
empregada preferencialmente com sémen congelado. Varios procedimentos cirargicos tém
sido usados, com a cadela sob anestesia geral e em dectbito dorsal. O sémen, previamente
descongelado, ¢ injetado lentamente no interior do ttero e flui facilmente com distensao dos
cornos uterinos, dessa forma os espermatozoides sao colocados o mais proximo do local da
fecundacio, uma vez que a viabilidade do sémen congelado/descongelado é menor. A taxa
de gestagdo descrita na literatura ¢ de 60% a 100% (BURGESS e a/, 2012; SILVA;
VERSTEGEN, 1995; SILVA ¢t al., 1995; SILVA et al., 1996; THOMASSEN e al., 2000).

3 CONSIDERACOES FINAIS

A fémea canina apresenta diversas peculiaridades no que tange a reproduc¢ao, como
a duragdo e o perfil hormonal em cada fase do ciclo estral. Tais idiossincrasias refletem nas
biotécnicas reprodutivas utilizadas nessa espécie. O estudo da anatomia e fisiologia da
reproducao dos cdes possibilita o aprimoramento dessas técnicas e adaptagao de outras
ferramentas avancadas como a manipulagio de gametas e embrides 7 vitro, ja bastante
difundidas em animais de producao. Dessa forma, contribuindo para a preservagiao e
disseminac¢ao de genotipos superiores tanto das ragas atuais, quanto de espécies de canideos

selvagens, ameagados de extingao.
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InformagGes sobre o RESUMO

artigo: Novilhas freemartin sdo provenientes de gestagdes gemelares de
fetos com sexos opostos e, na maioria dos casos, essa anomalia

Recebido em: resulta em infertilidade, e consequentemente auséncia lactacional,

23/06/2021 elevagao da taxa de descarte, acarretando em prejuizos econdémicos
Aceito em: ao proprietario. Uma alternativa ainda pouco estudada, seria a

indugao de lactacio em novilhas que apresentam freemartinismo,
30/06/2021 por meio da aplicagio de hormonios exdgenos, onde esses
Data de publicagio: firmacos mimetizam o terco final da gestagio bovina. O método
19/07,/2021 apresenta resultados satisfatérios em vacas que nao apresentam

Palavras-chave:

nenhum tipo de anormalidade reprodutiva e, pode ser comumente
utilizado na rotina de fazendas leiteiras. O objetivo deste trabalho
foi relatar a indugio de lactacio em trés novilhas leiteiras

Anomalia freemartin. Apds o tratamento hormonal, os animais nio
Bovino apresentaram produgao satisfatoria em relagao a média do rebanho,
Freemartinismo optando-se pelo descarte da? fe.meas. A 1ndu.(;ao de lacta({‘ao nao
. apresentou resultados favoraveis neste experimento, porém, sao
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necessarios estudos em maior escala para a comprovagao da baixa
Indugio eficacia em animais que apresentam freemartinismo.
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INDUCTION OF LACTATION IN FREEMARTIN HEIFERS- CASE
REPORT

Freemartin heifers come from twin pregnancies of fetuses with
opposite sexes and, in most cases, this anomaly results in infertility,
and consequently, lactational absence and drop rate increase,
resulting in economic losses to the owner. An alternative, with
insufficiently researched, would be the induction of lactation in
heifers that present freemartinism, through the application of
exogenous hormones, where these drugs mimic the final third of
bovine gestation. The method presents satisfactory results in cows
that do not present any type of reproductive abnormality and can
be commonly used in the routine of dairy farms. The objective of
Keywords: this work was to report the induction of lactation in three
Anomaly freemartin dairy heifers. After hormone treatment, the animals did
not present satisfactory production in relation to the herd's

Bovine
o average, opting for the culling of the females. The induction of
Freemartinism lactation did not show favorable results in this experiment,
Hormone however, larger scale studies are needed to prove the low efficacy
Induction in animals that present freemartinism.
1 INTRODUCAO

O freemartinismo ¢ uma anomalia do aparelho reprodutor de fémeas bovinas, que
ocorre em gestagoes gemelares com sexos opostos, em que ha troca de células e substancias
plasmaticas, como hormonios entre os fetos (PADULA, 2005). Essa comunicag¢ao ocorre
por meio de anastomose dos vasos sanguineos e os fetos passam a apresentar constitui¢ao
cromossomica quimérica (CONSTABLE et al., 2017). Essa anomalia é geralmente
caracterizada por infertilidade e alteragoes fenotipicas na fémea. A maioria dos produtores
decidem pelo descarte precoce destes animais, a fim de evitar custos relacionados a criagao.
Uma alternativa para reduzir prejuizos econoémicos, seria a indugao de lactagao através de
hormoénios exdgenos, simulando terco final gestacional de um bovino (OLIVEIRA e
FERREIRA, 2016), estimulando o desenvolvimento das glandulas mamarias e a producao
de leite (ECCO e BERBER, 2014). O objetivo geral deste trabalho foi relatar a induc¢ao de

lactacio em novilhas leiteiras freemartin.
2 RELATO DE CASO

Trés fémeas bovinas, com aproximadamente 20 meses de vida, sendo duas da raga

Holandesa, preta e branca (HPB) e uma Girolando (15/16), nuliparas, idade média de 22,5
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meses foram introduzidas em protocolo de induc¢do de lactacio com doses reduzidas de
hormonios. Esse protocolo com doses reduzidas ja havia sido testado em vacas “normais” e
apresentou resultado satisfatorio. O freemartinismo foi comprovado através de historico de
parto gemelar e, exame ultrassonografico que detectou ovarios ativos € agenesia no corpo do
utero ou cérvix. As novilhas eram mantidas em sistema “Free Stall”; recebendo racao total
misturada (RTM) desde o inicio do tratamento hormonal com doses reduzidas.

O tratamento foi realizado com: sete aplicagdes em dias alternados (IM, SID) de
0,005mg/kg de PV de benzoato de estradiol, 0,01mg/kg de PV de cipionato de estradiol e
0,48mg/kg de PV de progesterona. Aplicacio semanal de 500mg de tbST e apos a terceira
aplicagao, as vacas receberam doses a cada quatorze dias. No dia D15 ao D17, aplicagoes
(IM,SID), 20mg de dexametasona juntamente com 0,008mg/kg de benzoato de estradiol.

No dia D15, 0,53mg de cloprostenol sédico (IM, dose tnica). A partir do dia D18,

os animais foram ordenhados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As novilhas foram ordenhadas apds 18 dias do inicio do tratamento hormonal e,
por volta de 100 dias em lactacio (DEL), apresentaram producao de 4+2.2kg de
leite/animal/dia. Producdo bem abaixo da expectativa e da média do rebanho, assim, optou-
se pelo descarte desses animais.

Segundo Freitas et al. (2010), a indugdo de lactagdo em vacas sem anormalidade
reprodutiva provou ser uma alternativa eficaz, considerando o retorno da produgao de leite
normal e desempenho reprodutivo dos animais apos tratamento hormonal. Contudo, nao

foram encontrados trabalhos na literatura que expressam resultados na indu¢ao de lactagao

em animais afetados pelo freemartinismo.

4 CONCLUSOES

A indugdao de lactagio com doses hormonais reduzidas, apresentou resposta
lactacional satisfatéria em outro experimento na mesma propriedade, sendo avaliado em
vacas sem anormalidade reprodutiva, obtendo-se produgoes de leite semelhantes as lactagoes

provenientes de parto natural. Contudo, o mesmo nao foi observado em novilhas freemartin,
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demonstrando o insucesso do protocolo nesses animais e necessidade de estudos em maior

escala.
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RESUMO

A clonagem animal representa um dos maiores avancos obtidos até
hoje no campo da biotecnologia animal e apresenta inumeras
aplicagoes cientificas e comerciais, incluindo a multiplicagao de
animais de exceléncia, a producdo de animais transgénicos, ou
mesmo a producao de células para fins biomedicinais. Desde o
nascimento da ovelha Dolly, grupos de pesquisas tém empregado
a técnica de transferéncia nuclear de células somatica (TNCS) para
a produgao de embrides em diferentes espécies, principalmente em
bovinos. Em geral, a transferéncia nuclear consiste em transferir
nucleos de células doadoras para o interior de odcitos enucleados,
resultando em individuos geneticamente idénticos ao animal
doador do ntcleo. Contudo, a eficiéncia da técnica ainda é
considerada baixa, com menos de 5% dos embrides clones
produzidos resultando em animais nascidos vivos. O sucesso na
clonagem exige o eximio dominio técnico e cientifico de
complexos fendmenos moleculares fisiol6gicos e embrionarios que
sofrem influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos, interagindo
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Transferéncia nuclear entre si. Desta forma, o objetivo desse trabalho ¢é realizar uma
revisdo de literatura acerca do tema da clonagem em bovinos,
abordando os aspectos histéricos da clonagem no Brasil e no
mundo, destacando a TNCS, bem como suas etapas e os principais
fatores que interferem no seu sucesso.

CATTLE CLONING: LITERATURE REVIEW

Animal cloning represents one of the greatest advances made to
date in the field of animal biotechnology and has numerous
scientific and commercial applications, including the multiplication
of excellent animals, the production of transgenic animals, or even
the production of cells for biomedical purposes. Since the birth of
Dolly the sheep, research groups have used the somatic cell nuclear
transfer technique (TNCS) for the production of embryos in
different species, mainly in cattle. In general, nuclear transfer
consists of transferring donor cell nuclei into enucleated oocytes,
resulting in individuals genetically identical to the nucleus donor
animal. However, the efficiency of the technique is still considered
low, with less than 5% of the clone embryos produced resulting in
animals born alive. Success in cloning requires the expert technical

Keywords: > ) ) ‘
. and scientific mastery of complex physiological and embryonic
Biotechnology molecular phenomena that are influenced by intrinsic and extrinsic
Cattle factors, interacting with each other. Thus, the objective of this
Somatic cell work is to carry out a literature review on the topic of cloning in

cattle, addressing the historical aspects of cloning in Brazil and in
the world, highlighting TNCS, as well as its stages and the main
factors that interfere with its success.

Animal cloning

Nuclear transfer

1 INTRODUCAO

Conceituadamente, define-se clone como um grupo de moléculas, células e
organismos que derivam de uma unica molécula ou célula, e que a partir dela, tornam-se igual
a célula que a originou e idénticas entre si (TRECENTI e ZAPPA, 2013).

Em virtude do avango das técnicas de biotecnologia da reproducio, atualmente
tornou-se possivel a geracio de clones ou copias idénticas de individuos, o que contribui
diretamente para a evolucao da produgdo animal, por meio do melhoramento genético dos
rebanhos mundo afora (THIBIER, 2005).

Além disso, a criagdao de clones representa, ainda, um ambiente fértil para a ciéncia
e para a pesquisa, e convertem-se em beneficios praticos em inimeros setores, como o de
descobertas e producio de proteinas recombinantes que possuem grande utilidade na saude

humana (BERTOLINI ez 4/, 2012).
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As aplicagoes da clonagem nao se restringem apenas aquelas direcionadas a fins
zootécnicos e de producdo animal, mas incluem outras aplicabilidades significamente
promissoras, como a utilizagdo na preservagao de espécies ameagadas de exting¢ao, na criagao
de animais transgénicos, e na geragao de células ou tecidos para fins medicinais (OBACK e
WELLS, 2003).

Historicamente, a pratica da clonagem teve inicio no século XX, como forma de
investigar os mecanismos envolvidos na diferenciagao celular, e foi inaugurada por Hans
Spemann, bidlogo que realizou experimentos com embrides de salamandras. Porém, apenas
no ano de 1951, a primeira clonagem propriamente dita foi realizada. O feito foi atribuido a
pesquisadores da Filadélfia, que realizaram o primeiro transplante de nucleos a partir de
células embrionarias de ras (MELLO, 2003).

A partir dai, inimeros experimentos foram realizados, inclusive com mamiferos, e
entre sucessos e insucessos, no ano de 1986, obteve-se o nascimento de 3 cordeiros clones,
na Dinamarca. No Brasil, porém, apenas em 2001, em Brasilia, ¢ que nasceu o primeiro clone
bovino a partir de célula embrionaria.

Diante disso, no presente trabalho serio abordados aspectos relevantes
relacionados a tematica da clonagem bovina, com o objetivo de fazer uma revisio de

literatura acerca do tema.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Breve historico da clonagem de bovinos no Brasil e principais desafios

Nos anos 90, mais precisamente em 1996, veio a0 mundo a ovelha clonada Dolly,
na Escocia. Dolly foi o primeiro animal a ser clonado com sucesso por transferéncia nuclear
a partir de uma célula somatica diferenciada obtida de um animal adulto, e ndo de células
embrionarias de poucos dias de desenvolvimento, como o que era feito até entio
(CAMPBELL et al., 2005).

Este fato abriu portas para uma infinidade de estudos nos centros de pesquisa ao
redor do mundo, e provocou uma revolu¢ao na ciéncia contemporanea. Anos depois, no
Brasil, o pais entraria no cenario da clonagem, com o nascimento de Vitéria, da Embrapa, o
primeiro clone bovino a partir de uma célula embrionaria.

A partir dai, varios pesquisadores, além dos brasileiros, procuraram reproduzir as

experiéncias de sucesso na clonagem, nao apenas na espécie bovina, que ¢ a que melhor se
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adapta a técnica, mas também em caprinos, ovinos e equinos (VISINTIN ez 4/, 2008).
Entretanto, mesmo nos dias de hoje, onde as biotecnologias de reprodugio tanto avangaram
e os estudos sobre clonagem animal encontram-se em outro patamar de evoluc¢ao, ainda
existem muitos desafios a serem superados e diversas duvidas a serem esclarecidas,
principalmente no que diz respeito a viabilidade fetal e neonatal destes clones, levando em
consideragao as altas taxas de mortalidade registradas nesse periodo, bem como a grande
incidéncia de anomalias sobre os animais gerados (PANARACE e al., 2007).

Sem duvidas, um dos maiores desafios relacionados a clonagem de bovinos esta
relacionada a manutenc¢do da sanidade das crias nascidas e ao entendimento dos processos
patologicos que estao envolvidos nestas perdas, tendo em vista que representam um grande
prejuizo econdémico, pois sao resultado de um grande investimento financeiro e cientifico
(ALVAREZ, 2008).

Dentre as principais anomalias observadas em neonatos bovinos provenientes de
técnica de clonagem, estdo: cardiopatias, placentagio anormal, hidroalantéide, deficiéncia
imunoldgica, disfungdo renal, alteragdes no metabolismo energético e hipertensio pulmonar

(LANZA, 2001).

2.2 Técnicas de clonagem em bovinos

A clonagem pode possuir duas finalidades, a clonagem com fim reprodutivo e a
clonagem com fim terapéutico. Na clonagem reprodutiva, tem-se por objetivo produzir um
animal geneticamente igual ao seu progenitor. Sob uma perspectiva zootécnica, esta ¢ uma
pratica que visa o melhoramento genético dos rebanhos, através da selecio de animais
geneticamente superiores, afim de transmitir uma caracteristica especifica considerada
vantajosa que aumente a produtividade do rebanho e produza animais com perfil de
exceléncia (MIGLINO, 2004). Ja a clonagem com finalidade terapéutica, tem por objetivo a
produgao de tecidos ou 6rgaos, no intuito de utiliza-los na esfera da bioengenharia tecidual
ou na medicina regenerativa (POLEJAEVA ef /., 2000).

As técnicas de clonagem, dentre tantas aplicagdes, recebem destaque pela sua
capacidade de promover a conservagdo e a regeneracio dos recursos genéticos e
contribuirem para uma maior compreensao acerca dos processos de interagao entre nicleo
e citoplasma (VARAGO et al., 2008). Os métodos de clonagem conhecidos sao: a particio
de embrides pré-implantacionais (fissao), a paraclonagem, e a clonagem “verdadeira”,

explicada a seguir.
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A técnica de clonagem “verdadeira” consiste na transferéncia de nicleos de células
de animais ja nascidos a oodcitos enucleados, dando origem a animais fenotipicamente
praticamente iguais e quase idénticos ao doador do nucleo, diferenciando-se apenas
geneticamente por mutagdes somaticas e pelo genoma mitocondrial do odcito (GALLI et al.,
2003).

Dentre os diferentes métodos de clonagem mencionados anteriormente, recebe
destaque na comunidade cientifica esta ultima, a técnica de Transferéncia Nuclear (TN)
através da utilizagao de células somaticas. A clonagem de embrides bovinos a partir de células
somaticas representa atualmente a unica técnica de biotecnologia reprodutiva possivel de
assegurar que o animal originado é capaz de preservar 100% do material genético do seu
progenitor, isso por qué nesta técnica, a etapa de “crossing over (troca de material genético)
nao ocorre. Esse diferencial faz dela o método mais benquisto entre os pesquisadores,
principalmente para reproduzir animais transgénicos previamente “desenhados”, com o
objetivo, por exemplo, de produzir uma determinada proteina recombinante para

aplicabilidade na saude publica (CAMPBELL, 2007).

2.3 Transferéncia nuclear de células somaticas

A clonagem pode ser feita utilizando-se células de origens distintas, células
embrionarias ou células somaticas (FAIRBURN ez /., 2002).

Todo o processo se inicia no momento da fecundagiao, ou seja, quando um
espermatozoide e um 6vulo se unem dando origem a uma célula 2n. Esta célula, por sua vez,
divide-se em duas outras células, que dardo origem a quatro células, e posteriormente em oito
e assim por diante. Até este momento cada uma destas células possui o poder de desenvolver
um ser completo e, por esse motivo, sao denominadas de células tronco totipotentes.
Quando chegam a fase de 8 ou 16 células, as células do embrido se diferenciam em dois
grupos distintos: um grupo de células externas que serdo responsaveis pelo desenvolvimento
da placenta e dos anexos embrionarios, e um segundo grupo, uma massa de células internas
que vao dar origem ao embrido propriamente dito. Quando chegam a fase de 100 células,
este conjunto de células do embrido recebe o nome de blastocisto, e entdo nesta fase ocorre
a implantagao do embrido na cavidade uterina. Em seguida, as células da massa interna do

blastocisto dardo origem aos diferentes tecidos que compdem o organismo, e devido a sua

Atualidades e Fundamentos em Reprodugio e Desenvolvimento




capacidade de diferenciacdo, sio denominadas de células-tronco embrionarias pluripotentes
(GALLI et al., 2003).

As células somaticas, por serem células que ja sofreram diferencia¢ao, ndo possuem
mais a capacidade de dar origem a qualquer tecido ou 6rgao.

As células embrionarias, por sua vez, podem ser produzidas e cultivadas in vitro,
em laboratorio, e sdo passiveis de serem manipuladas, de modo que sdo suscetiveis a adi¢oes
(“knock in”) e delegdes seletivas (“knock out”) de genes no genoma de animais de produgio,
e com isso propiciar a produ¢iao de uma serie de proteinas terapéuticas, comportando-se
como “biorreatores” (SILVA, 2004).

A clonagem de animais pela técnica de transferéncia nuclear abrange multiplas
etapas: (1) selecao dos odcitos receptores; (2) preparo dos odcitos receptores: matura¢ao e
enucleacdo; (3) obten¢do e maturagdo das células doadoras de nucleos; (4) reconstrugao e
ativagao dos odcitos receptores e (5) cultivo e transferéncia de embrides reconstituidos para
fémeas receptoras (FULKA ez al, 1998), cada uma dessas fases podendo influenciar

diretamente no resultado final, sendo abordadas mais detalhadamente a seguir.

2.4 Selegio e preparo dos o6citos receptores

Os od6citos receptores ou citoplasma receptor (citoplasto) sao obtidos através da
aspiragao de ovarios, procedentes de abatedouros ou de fémeas pré-selecionadas utilizando-
se a técnica de aspiragao folicular com auxilio de ultrassonografia (RIDEOUT ez 4/, 2001).

Diversos estudos ja foram realizados buscando identificar a fase ideal do citoplasto
para ser considerado adequado para a utilizagao nos protocolos de clonagem, e a partir disso,
considerou-se que os odcitos em estagio de metafase II (MII) sao os mais adequados, quando
comparados aos demais estagios, para suportar a reprogramacao nuclear (MARTINEZ,
2007). As trés principais fases relacionadas aos odcitos receptores em um programa de
clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas sao: maturacdo, enucleacio e

ativagao (PRATHER e FIRST, 1990).

2.5 Maturagao e enucleagio

A maturacio dos odcitos consiste em amadurecé-los e conduzi-los até uma

determinada fase meidtica, a fase de metafase II, ou estagio de segunda divisao meiodtica.
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Quanto as formas de maturagao, admite-se que esta pode ser feita nas modalidades in vivo
ou in vitro (GURDON e COLMAN, 1999).

Na maturagdo in vivo, os oocitos sao normalmente recuperados dos ovidutos apos
a ovulagao ou podem ser recuperados diretamente dos foliculos no momento que antecede
a ovulagdo. Ja na maturacdo in vitro, que ¢ a mais utilizada em bovinos por apresentar uma
série de vantagens como o baixo custo, os 06citos que se encontram no estagio de profase 1
ou vesicula germinativa, sao recuperados de foliculos antrais e posteriormente atingem a fase
de metafase II (ZOU ez al., 2001).

Para realizar a maturacao de odcitos, utilizam-se meios equivalentes aqueles
empregados para a produgao in vitro de embrides (PIV), ou seja, meio TCM 199 acrescido
de hormonios e antibibticos, conservados em temperatura de 38,5 a 39,0° durante 16 a 24
horas, em atmosfera com umidade saturada contendo 5% de CO2 em ar (WELLS, 2005).

O uso de suplementos como o estradiol, o fator de crescimento semelhante a
insulina IGF-I), e a cisteamina, em meios de maturag¢ao, tem sido frequentemente realizado
nas rotinas de clonagem por transferéncia nuclear, porém nao ha evidéncias cientificas de
que esses fatores exercam influéncia positivas na matura¢ao de odcitos, nao tendo sido
evidenciado nenhuma diferenca na producao de animais saudaveis (PRATHER ez a/., 1987).

O principal fator determinante na escolha do método de maturagdo é feito de
acordo com qual espécie se deseja reproduzir. Como por exemplo, nos casos de clonagem
de animais de laboratério, opta- se pela maturacao in vivo, visto que a recuperagao dos
oobcitos é feita apds a eutanasia dos animais. Em contrapartida, nos casos de bovinos,
usualmente prefere-se o uso do método de maturagao in vitro, pois possibilita um maior
controle dos estagios de maturacdo, o que contradiz alguns estudos que relatam que os
odbcitos maturatos in vivo adquiriam maior potencial para suportar seu desenvolvimento
(FULKA et al., 1998).

Para utilizar odcitos como citoplastos receptores na técnica de transferéncia
nuclear, é necessario realizar, além da maturagao dos odcitos, o procedimento de enucleagio,
que consiste na remog¢ao do material nuclear (cromossomos) do citoplasma receptor,
restando apenas seu conteudo citoplasmatico (KEEFER e a/., 2002).

Para preparar os odcitos para o procedimento de enucleagdo, ¢ necessario
promover a retirada das células do cimulus oophorus, e em seguida proceder a uma rigorosa

inspecao dos odcitos com o objetivo de verificar as condi¢oes do citoplasma e a presenga de
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um corpusculo polar. Feito isto, submete-os a exposi¢ao de substancias desestabilizadoras
de seu citoesqueleto, como a fitohemaglutinina (MOGOLLON-WALTERO ez al., 2014).

Basicamente, a técnica de enucleagdo é realizada com odcitos em estagio de
metafase II (M-II) e baseia-se na microaspiragdo do primeiro corpusculo polar (CP),
juntamente da aspiracio da placa metafasica de odcitos, com o auxilio de micropipetas
acopladas a micromanipuladores (DINNYES ez a/, 2002).

Quando esta técnica ¢é realizada sem a utilizagdo de micromanipuladores, ela é
chamada de enucleagao manual ou handmade cloning (HMC), a qual vem sendo cada vez
mais utilizada em laboratérios visando simplificar os protocolos experimentais e promover
a reducao de custos (MEIRELLES ez a/., 2009). O principio basico desta técnica consiste em
induzir os eventos necessarios da enucleacao a semelhan¢a dos métodos tradicionais, porém
substituindo o uso de micromanipuladores por microlaminas que permitem a enucleagiao

manual (JAENISCH e al., 2002).

2.6 Obtengao e maturagao das células doadoras de nucleos

A fonte e a qualidade dos nucleos doadores utilizados para transferéncia nuclear
representam fatores determinantes para a capacidade de desenvolvimento dos embrides
reconstruidos, influenciando fortemente no seu desenvolvimento fetal pos implantacio e,
consequentemente contribuindo para o sucesso da clonagem em bovinos (CHAVATTE-
PALMER et al., 2002). A partir do nascimento do primeiro mamifero clone originado de
células embrionarias em cultivo e de linhagens fetais e adultas, inimeros centros de pesquisa
dedicaram-se a investigar os mecanismos celulares envolvidos neste processo e evidenciaram
que células somaticas de idades e tecidos distintos podem ser utilizadas com éxito nos
protocolos de transferéncia nuclear (LEE ez a/., 2007). Sabe-se atualmente que diferentes
tipos de células doadoras podem ser reprogramadas. Entretanto, o uso de fibroblastos
obtidos de bidpsias de feto ou de animais adultos, da pele ou do musculo, consagrou-se ao
longo do tempo como o modelo celular de elei¢ao na maioria dos programas de clonagem
(CIBELLI et al., 2002).

Dentre os tipos de tecido que podem ser utilizados como doadores de nucleo,
incluem-se as células epiteliais de glandula mamaria, as células do cumulus, células oviductais,
células da granulosa, do figado, do utero, musculo, linfécitos e fibroblastos, demonstrando

com isso uma grande variabilidade de opgoes (BATCHELDER e7 a/., 2005).
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Em relagao a utilizagdo das células doadoras de nucleo, alguns autores indicam a
sua aplicacdo diretamente apds a sua coleta do animal doador (Bertolini e Bertolini, 2009),
enquanto outros preconizam que a utilizagdo destas células s6 deve ser feita ap6s um periodo
de cultivo, antes ou depois da criopreservacio (LANZA, 2001).

O protocolo convencional para obtencdo dos tecidos com células doadoras de
nucleo de bovinos, consiste na retirada do tecido mediante a realizagdo de bidpsia em
condigdes assépticas. Alguns autores relatam preferéncia pela regidao da orelha para retirada
do fragmento. A partir dai esse tecido deve ser conservado em baixas temperaturas e deve
ser transportado em condig¢des de refrigeracdo, de preferéncia mantidos em tubos contendo
meios com soro fetal bovino e sulfato de gentamicina (FAIRBURN ez 4/, 2002).
Posteriormente, em laboratério, os tecidos sdao clivados em pequenas se¢des medindo
aproximadamente 1mm, e em seguida sao acondicionados em placas de Petri até a altura de
sua aderéncia ao fundo, e entdo sao cobertos com meio de cultivo enriquecido com soro
fetal. Finalmente, sao submetidos ao cultivo em incubadoras a 39°C e atmosfera de 5% CO2,
durante 7 a 14 dias (VAJTA ez al., 2003).

Os carioplastos provindos das amostras de células doadoras de nucleos podem ser
cultivados em meio Dulbecco enriquecidos com 10% de soro fisiolégico bovino (SFB) em
temperatura de 38,5 °C acrescidos de 5% de CO2 (CAMPBELL e# al., 2007). Apés 15 dias,
os fibroblastos devem ser tripsinizados e cultivados em uma nova placa, o que resultara na
passagem 1. Uma vez atingida a confluéncia desejada, estas células podem ser ressemeadas
em outras placas, e s6 podem ser utilizadas para transferéncia nuclear apds trés ou quatro
passagens. Essas células sio mantidas em confluéncia ou cultivadas em meio suplementado
com 0,5% de soro, com o objetivo de aumentar a proporc¢ao de células em GO e G1. Em
cerca de 30 minutos antes da transferéncia nuclear, estas células sio preparadas por
tripsinizagao, sendo as mesmas lavadas em meio Synthetic Oviductal Fluid (SOF) tamponado
com HEPES [N-(2-hydroxyethyl)- piperazine-N’-(2-ethanesulphonic acid)] (PEREIRA e
FREITAS, 2009).

2.7 Reconstrugao e ativagdo dos odcitos receptores
A reconstrugao dos embrides consiste em uma das etapas chave da técnica de

transferéncia nuclear e pode ser realizada por diferentes métodos, onde os principais sao a

microinje¢ao e a fusdo entre as membranas plasmaticas da célula doadora e do odcito
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receptor. A fusio celular pode ser promovida por diferentes técnicas, sendo as mais
importantes a eletrofusdo ou eletroporagao, que é um método baseado na utilizagio de
impulsos elétricos; o uso de lipossomos, que sio vesiculas lipidicas, a aplicagio de
poetilenoglicol, e por ultimo, o virus Senai inativo. Dentre os métodos citados anteriormente,
o de eletrofusio é o mais recomendado pelos autores para a maioria das espécies
(TRECENTTI e ZAPPA, 2013).

O procedimento padrio de reconstrugdo dos embrides apds a transferéncia nuclear
consiste na transferéncia do nucleo celular doador (carioplasto) para o interior de um
citoplasma receptor (citoplasto). Desse modo, cada célula doadora que foi isolada
individualmente apds o cultivo prévio ¢é introduzida no espago perivitelino de um odcito
enucleado. Em seguida, deve ser realizado uma estimula¢gio com um pulso elétrico, o que
resultara na fusdo da célula somatica com o odcito enucleado, formando um novo complexo.
Além disso, esse impulso elétrico é capaz de promover uma significativa liberac¢ao de cilcio
intracelular que dara inicio a proxima etapa do processo, a ativagao, considerada por muitos
autores como a etapa que necessita de mais aperfeicoamento no procedimento da
transferéncia nuclear e que serd discutida mais adiante (ROBL, 1999).

Como mencionado anteriormente, o método de eletrofusio é o mais utilizado
atualmente para a reconstru¢do de embrides em ruminantes, possuindo parametros de
duracao, intensidade e nimero de pulsos variaveis a depender da espécie em questao, do tipo
de equipamento utilizado e do tipo de célula a ser fundida (GALLI ez a/., 2003). A modalidade
de eletrofusiao possui pulsos de 2 correntes, a alternada e a direta. A corrente alternada ¢é
aplicada para posicionar as membranas a serem fundidas paralelamente aos eletrodos, e é
aplicada com uma frequéncia de 600 a 1000 kHz, voltagem de 5 a 6 V durante 5 a 10 ps
(microssegundos). J4 a corrente direta, tem a funcao de promover a formagao dos poros nas
membranas, o que leva a fusdo entre as células e ¢ aplicada em trés pulsos com intensidade
de 0,6 a 3,6 kV/cm com duragdo de 30 a 250 ps (CHAVATTE-PALMER ¢f al., 2004).

Apbs a etapa de fusio, os embrides reconstruidos por transferéncia nuclear sio
submetidos a ativagao artificial, a qual tem o objetivo de mimetizar o papel exercido pelos
espermatozoides durante a fecundacao (BERTOLINI ef @/, 2012).

Os eventos inerentes a ativacdo oocitaria sio o inicio das oscilacdes intracelulares
de calcio, a exocitose de granulos corticais, o recrutamento de mRNAs, a formagao dos pro-
nucleos e o inicio da sintese de DNA (VISINTIN ez /., 2008).

A ativagao dos oocitos pode ser obtida através de métodos fisicos ou quimicos, por

técnicas que podem ou nao estar diretamente ligadas aos niveis de calcio intracelular. Dentre
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os métodos fisicos, o mais utilizado é a a inje¢do de calcio diretamente no citoplasma,
promovendo em seguida estimulos elétricos que promoverio a liberagao de concentragdes
intracelulares de calcio (THIBIER, 2005).

Quanto aos meios quimicos, podem ser citados a exposi¢ao ao ionéforo de calcio
A23187, que promove a entrada de Ca+2 extracelular, o uso de iomicina, ciclohexamida e

puromicina, etanol, 6- Dimetilaminopurina (6-DMAP), e o estroncio (LEE e al. 2007).

2.8 Cultivo e transferéncia de embrides reconstituidos para fémeas receptoras

Feitas as etapas de fusdao e ativagdo, os embrides serdo cultivados in vitro, e para
isso, diversos tipos de sistemas de cultivo enriquecidos com suplementos siao rotineiramente
utilizados. Dentre estes componentes, os mais comumente utilizados sdo: soro fetal bovino,
soro de cabra/ovelha em estro, albumina sérica bovina (BSA), fatores de crescimentos e
vitaminas, entre outros (VARAGO ez al., 2008).

Estudos envolvendo a transferéncia nuclear na espécie bovina, verificaram que
embrides cultivados em soro fetal bovino sem cocultivo, submetidos atmosfera de trés gases
(5% de O2, 5% de CO2, 90% de N2), apresentaram melhores taxas de clivagem e formagao
de blastocistos quando comparados aqueles tratados em sistemas de cocultivo (KRUIP,
1997).

Em bovinos, o procedimento de transferéncia de embrides pode ser feito de modo
cirargico, semi-cirargico ou nao cirurgico. O método cirargico ou laparotomia consiste em
exteriorizar o corno uterino e depositar os embrides proximos a jungao utero-tubdrica
(WILSON ez al., 1995). A técnica semi-cirurgica também pode ser chamada de semi-
laparoscépica e é pouco utilizada em bovinos, sendo mais aplicada em caprinos e ovinos.
Basicamente, esse método associa a laparoscopia a uma pequena incisio cirargica
dispensando a necessidade do uso de anestesia geral. Finalmente, o método nao cirurgico é
bastante empregado em bovinos e consiste em depositar os embrides, por via transcervical,
no corno uterino ipsilateral ao ovario, que apresente no minimo um corpo liteo
(OGONUKI, 2002).

A etapa de transferéncia do embrido é consideravelmente sensivel a interferéncias
de fatores extrinsecos e ambientes, dentre eles a necessidade de expertise e entendimento
dos processos biologicos e reprodutivos que envolvem os critérios de selecao de fémeas

receptoras, o manejo dos ciclos estrais, e de habilidades técnicas especificas, como a
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transferéncia de embrido (TE) propriamente dita, que é rotineiramente realizada no sétimo
dia de desenvolvimento, apds cultivo in vitro (CIV) dos embrides, de acordo com os
protocolos convencionais de clonagem (TTAN ef a/., 2003). Entretanto, uma vez controlados
os fatores técnico-bioldgicos anteriormente mencionados, o sucesso desta fase passa a
depender exclusivamente de aspectos intrinsecos aos embrides clonados, relacionados a

viabilidade dos embrides transferidos (KATO, 1998).

2.9 Fatores que afetam o sucesso da técnica de transferéncia nuclear

Embora a técnica de clonagem tenha se difundido globalmente e diversos animais
clones de diferentes espécies tenham sido produzidos a partir de células somaticas em
diversos laboratoérios pelo mundo, a eficiéncia da técnica ainda é considerada baixa devido a
interferéncia de inumeros fatores. Além disso, sao observadas amplas variagbes nos
resultados, apesar do uso das mesmas condi¢oes de clonagem, que inclui os tipos de células,
os protocolos de ativagao e as praticas de cultivo dos embrides. Essas intercorréncias provém
de diversos fatores adversos que impactam na qualidade e na viabilidade dos embrides
produzidos por transferéncia nuclear, desde o estagio de pré-implantagio até o
desenvolvimento poés-natal dos animais clonados. Dentre estes fatores, destacam-se
principalmente aqueles relacionados as falhas na reprogramacao epigenética, especialmente
o imprinting genémico (MEIRELLES e# a/., 2009).

A reprogramacao epigenética é um evento fundamental para descartar alteragoes
epigenéticas adquiridas, prevenindo assim, sua transmissibilidade para a geracao descendente
(KATO et al., 1998). A reprogramagao epigenética acontece quando o modelo de expressao
de uma célula diferenciada ¢ anulado e o novo padrio de expressao génica embrionaria ¢
definido, no intuito de conduzir o desenvolvimento embrionario e fetal. Para tal, o nicleo
transferido deve anular os genes associados a diferenciagao, que foram transcritos na célula
doadora original. Dessa forma, considera-se que uma reprogramacao inapropriada no nicleo
ap6s a TN resultard em uma falha no desenvolvimento dos clones (CIBELLI 7 a/., 2002).

Assim, infere-se que o processo de reprogramacao epigenética ¢ o ponto-chave
capaz de determinar alteragoes de expressao génica que se manifestam consecutivamente, e
que dependendo do seu grau, ditam a intensidade dos problemas subsequentes, em um
“efeito domind”, resultando em mudangas morfo-fisiolégico-metabdlicas com efeitos
preponderantes na placenta, iniciadas na fase embrionaria e perpetuadas e intensificadas na

fase fetal e apds o nascimento. Constatou-se que o nivel de expressividade de determinada
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falha no inicio da gestacao, é capaz de repercutir em menor ou maior grau em todas as etapas
subsequentes, induzindo mudangas na programag¢ao metabdlica pré-natal, a qual podera
afetar a func¢io placentaria, que por sua vez provocara efeitos no crescimento do concepto,
levando a mudancgas indesejadas no periparto, e consequentemente, comprometendo a
sobrevivéncia até a fase adulta, como uma cascata de eventos (MIGLINO, 2004).

Hill ez a/. (2001) destaca a importancia da fonte de células doadora de nucleo como
fator capaz de influenciar na baixa eficiéncia da TN, uma vez que quanto menor o grau de
diferenciagao de uma célula, mais potencialmente ela sera desprogramada pelo citoplasma
receptor, o que acarretara disturbios futuros. Alguns autores atribuem algumas disfun¢oes
no processo de clonagem ao cultivo prolongado das células doadoras, pois ele pode alterar a
ploidia, estabilidade genomica e provocar modificagdes nas histonas pos- tradugiao

(OGONUKI et al., 2002).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, conclui-se que a produgdao de bovinos clones é um processo
complexo que compreende uma série de etapas minuciosas e bastante delicadas, e que
envolve uma combinagao de fatores tanto biolégicos como técnicos que interagem entre si.
Atualmente, a clonagem animal apresenta-se como uma biotecnologia de reprodugio de
extrema importancia econdémica, e que tem gerado um forte interesse dos setores cientificos
e produtivos. No Brasil, a clonagem de bovinos ja é uma realidade, multiplicando animais de
exceléncia que detém caracteristicas geneticamente valorizadas e contribuindo para o
melhoramento genético de rebanhos.

Nesta tematica, a técnica de clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas
se mostra como a melhor op¢ao e ¢ o método mais utilizado para a clonagem de animais
tanto para fins zootécnicos quanto terapéuticos.

Desta maneira, pesquisas ainda necessitam ser realizadas para que melhores
resultados sejam obtidos no processo de clonagem. A maior parte desses estudos deve ser
direcionada principalmente no intuito de compreender os diversos mecanismos moleculares
envolvidos que podem comprometer o desenvolvimento dos animais e integrar alternativas

que visem simplificar os protocolos experimentais e reduzir os custos relacionados a técnica.
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REPRODUCTIVE ASPECTS OF THE YELLOW CROP
ALLIGATOR (Caiman latirostris)

The broad-snouted caiman (Caiman latirostris) is part of the order
of crocodilians. The reproduction of these animals is divided into
stages, with the preparation of the breeder, the place and material
to form nests, egg incubation, and hatchling management, this
being an important factor to assist in the conservation of the
species. This paper aims to perform a literature review based on
updated material on reproduction of the broad-snouted caiman,
specifying about its biology, nesting behavior, importance for

Keywords: conservation and natural threats. As a result of the study it was
Crocodilians found that they have a complex breeding and characteristic nesting
Reproductive biology behav1o.r. Knowledgsz of the species apd understanding of the
population are essential for its conservation.
Nesting
1 INTRODUCAO

Os répteis fazem parte de uma classe com cerca de 7000 espécies, evoluindo
constantemente e proporcionando uma enorme variacio fisiolégica e morfologica
(ZACARIOTTT et al., 2007, SCHU ¢t al, 2015). O Caiman latirostris ¢ um crocodiliano de
porte médio e que, na natureza, ja foi relatado machos de trés metros e meio. Ja as fémeas,
sao normalmente encontradas com cerca de até dois metros, onde abrangem varias bacias
costeiras e agindo dentro dos ecossistemas onde estio inseridos (FERNANDEZ ¢z al., 2015;
MASCARENHAS, 2019).

A reproducdo dos jacarés possuem etapas importantes, compreendidas como a
preparacao do reprodutor, do local e do material para a formacao dos ninhos, incubagio e
eclosao dos ovos (SARKIS-GONCALVES, 2001). Através de estudos realizados com
animais em cativeiro mostrou-se que a idade aproximada do periodo de reproducao se inicia
por volta dos cinco anos de idade (VERDADE, 2003; VILLELA, 2004). A constru¢ao dos
ninhos normalmente se da pela formacao de montes compostos de substratos diversos de
matéria organica, podendo variar por espécie e individuo, postos nas épocas mais secas do
ano (MASCARENHAS, 2019).

A conservacio da espécie pode ser caracterizada como complexa, sendo

evidenciada principalmente na criagio em cativeiro. O jacaré-de-papo-amarelo nio se
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encontra na lista publicada pelo IBAMA de animais ameagados de extingdao, mas ainda ¢ uma
espécie bastante acometida pelo declinio populacional em locais determinados (VILLELA,
2004; NOBREGA, 2017). A densidade populacional varia de acordo com a distribuicao,
podendo estar quase extinto em locais com muita a¢do antropica e possuir grandes

quantidades de individuos em areas conservadas (VILLELA, 2004).

2 QUEM SAO OS JACARES-DE-PAPO-AMARELO?

O Caiman latirostris (derivado do latim “latis”, largo e amplo, e “rostris”, focinho),
conhecido popularmente por jacaré-de-papo-amarelo no Brasil, pertence a Familia
Crocodylidae ¢ Subfamilia Alligatoridae. E. considerado um crocodiliano de porte médio, com
registros de individuos machos medindo de dois a trés metros e meio, que ocupa rios,
mangues, pantanos, lagoas e areas selvagens, estando presente em grande parte dos
continentes da América Tatina (MASCARANHAS JUNIOR, 2019). Segundo Coutinho ez /.
(2013), estima-se que 70% da sua distribuicdo global encontra-se em territorio brasileiro.

A alimentacao da espécie jovem (Figura 1) ¢ baseada em invertebrados e pequenos
invertebrados (moluscos, artrépodes e crusticeos) e pequenos vertebrados (peixes e
anffbios). Na fase adulta, a dieta indica a presenca de peixes maiores, outros répteis, aves e
pequenos mamiferos. Sendo os moluscos itens importantes para a composi¢ao da dieta

desses animais em todos os estagios de desenvolvimento NOBREGA, 2017).

Figura 1 — Filhotes de jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris).

Fonte: Paulo Braga/Liar (UFRPE)
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O jacaré-de-papo-amarelo possui um importante papel na cadeia alimentar do
ambiente onde vive, sendo responsavel pela regulagio da populagiao de peixes, moluscos,
insetos, anfibios, répteis, mamiferos e aves aquaticas. Além disso, suas fezes servem de
matéria organica para enriquecer as aguas, fornecendo também, recursos energéticos para
diversos organismos encontrados em seu habitat (ALMONACID ef a/., 2007; COUTINHO
et al., 2013).

3 BIOLOGIA REPRODUTIVA

O jacaré-de-papo-amarelo apresenta um complexo comportamento reprodutivo,
contando com varias fases. Para o cortejo, os grandes machos (mais dominantes) apresentam
uma série de a¢des com o intuito de chamar a atencdao das fémeas. Varias manobras foram
relatadas, como emitir sons, produzir vibragoes dentro da agua e elevar o préprio corpo
(CUBAS, 2017; MERCON, 2019). Apenas os machos “alfa” sao escolhidos pelas fémeas,
também dominantes, para a fertilizagdo e ¢ comum a paternidade compartilhada da prole
(GRIGG, 2015).

E importante lembrar que o ciclo reprodutivo dos crocodilianos conta com
a influéncia da sazonalidade e nao apresenta ovulagao em ciclos continuos. Sendo grandes
animais ectotérmicos, a evolucdo e retracio das gonadas por acio dos hormonios esta
diretamente ligada com o perfodo anual e temperatura ambiente. As fémeas em periodo pré-
reprodutivo costumam disputar por locais com “banhos de sol”, favorecendo um bom
desenvolvimento gonadal das fémeas dominantes (Figura 2), sendo a influéncia social,
também um fator importante para a reproducio (GRIGG, 2015; CUBAS, 2017,
TROIANO,2018).
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Figura 2 - Ninho de jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) em estrutura de “monte
com diversos substratos para a manuten¢ao da temperatura

Fonte: Paulo Braga/Liar (UFRPE)

Quando jovens, os crocodilianos nao diferem muito na sua anatomia reprodutiva,
sendo dificil a avaliacio das gonadas. Em individuos machos adultos em idade para a
reproducao, observa-se um par de testiculos arredondados préoximos aos rins. Os ductos
deferentes sio observados ao longo da borda caudolateral do testiculo, unindo-se na regiao
da base do falo, anatomicamente situada no assoalho da cloaca vertical. O falo s6 ¢ exposto
no momento do acasalamento, antes disso, fica retido na cloaca. As fémeas em idade
reprodutiva, apresentam um par de ovarios em localizagio semelhante aos testiculos,
ventralmente na face craniomedial dos rins (CUBAS, 2017; TROIANO, 2018).

Para a identifica¢ao de individuos de sexos distintos em cativeiro, pode-se fazer o
uso de espéculo vaginal veterinario e protusao do 6rgao copulatério por compressao lateral
da regiao cloacal, expondo o “falo” do individuo do sexo masculino, ou observando o 6rgao

interno feminino (SILVA, 2018; TROIANO, 2018).

4 COMPORTAMENTO DE NIDIFICACAO

O jacaré-de-papo-amarelo pode utilizar habitats distintos para nidificacio,
mostrando assim, a sua adaptagdo ao meio. Foi observado o uso de tapetes de vegetagao
flutuante no rio Parana, além de ambientes de floresta e de savana, restinga, mata ciliar,

manguezal, floresta e até em ambientes urbanizados (COUTINHO ef /., 2013).
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Os ninhos apresentam uma estrutura em forma de “monte” (Figura 2), feita de
matéria organica (folhas, galhos), monte de terra, e em caso de animais proximos a ambientes
urbanos, lixo, e sempre proéximo a agua. Foram observados ninhos com o tamanho médio
de 49 cm de altura x 134 cm de comprimento x 103 cm de largura. Geralmente, as fémeas
optam por fazer seus ninhos com uma distancia média de até dois metros do solo para a
agua, promovendo assim, um excelente cuidado parental contra predadores, diferente dos
outros répteis. Porém, ja foram relatados ninhos que se encontravam a com até dois Km da
agua, demonstrando como esse animal pode se adaptar a diferentes ambientes (CUBAS,
2017, MERCON et al., 2019).

Todos os crocodilianos sao oviparos e apresentam fertilizacio interna. A
temperatura ¢ um fator importante para determinar o género dos filhotes, que nao sofrem
influéncia cromossomica, diferente de outras espécies (GRIGG, 2015; TROIANO ez al.,
2018). O periodo para a ovipostura pode ser relativo. Relata-se que nos meses entre outubro
e fevereiro, o nimero de ovos depositados variam de 10 até 50 unidades. Porém, segundo
Mercon et al. (2019), pode-se encontrar ninhos com diferentes ninhadas reunidas, ovipostos
por fémeas distintas, alcangando nimeros de até 130 ovos. Tudo isso com influéncia direta
da idade reprodutiva, tamanho da fémea, oferta de alimento e condi¢bes ambientais como o
clima e ciclo de chuvas.

Para a maioria dos crocodilianos, a determinagao sexual é termodependente, onde
em temperaturas abaixo de 28 °C dao origem para individuos machos e em temperaturas
acima de 30 °C, fémeas (TROIANO, 2018). Para o Caiman latirostris a determinagao sexual
se d4 com fémeas nas temperaturas entre 29 °C e 31 °C, e machos para acima de 33 °C. Os
filhotes apresentam uma coloragao caracteristica amarelo-esverdeada com manchas pretas
que acompanham da regido rostral até a cauda. Sao pequenos, alcangando tamanhos entre 25
a 30 cm. Ainda dentro do ovo, emitem sons, sinalizando para a mae que a ruptura da casca
esta proxima.

Para quebrar a casca do ovo, contam com um acessorio importante, o “dente de
ovo”. Trata-se de uma estrutura na ponta do focinho que auxiliara na quebra e saida dos
ovos. Apds o nascimento, a mae apresenta um importante cuidado parental (Figura 3),
diferente de outros répteis. Esse cuidado pode durar por meses (CUBAS, 2017; MERCON,
2019).
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Figura 3 - Individuo fémea de jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) protegendo o seu
ninho em ambiente natural, na Esta¢do Ecoldgica de Tapacura, Pernambuco

Fonte: Paulo Braga/Liar (UFRPE)

5 IMPORTANCIA DA REPRODUGCAO PARA A CONSERVACAO DA ESPECIE

Conhecer a ecologia das espécies é essencial para a conservagao (ANDRU e
QUIROZ, 2003; LUZ, 2012), e para que a mesma seja eficaz Coutinho ¢z a/. (2013) destacam
algumas estratégias, como enfatizar a importancia das unidades de conservacao e aplicar as
leis ambientais em prol do jacaré-de-papo-amarelo.

Segundo Verdade (1997), a criagdo em cativeiro pode promover meios bastante
eficientes para a conservagao do jacaré-de-papo-amarelo na natureza e também para estudos
sobre saide, bem-estar, reproducao, biologia e manejo desses animais. Esse sistema tem sido
a melhor pratica para a conservagao e manejo do jacaré-de-papo-amarelo no Brasil, onde o
método mais utilizado e que vem obtendo maior sucesso ¢é a pratica de reprodugao farming
que consiste no ciclo completo da vida do animal, incluindo a parte de manejo reprodutivo
(ASHLEY, 1990)

Projetos de criagdo e manejo de espécies nativas podem ser benéficas também para

evitar possiveis desequilibrios ecolégicos e danos que uma criacio de espécies exoticas
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podem causar. (VERDADE, 2003) Um quesito de extrema importancia, afinal, quanto maior
for o tempo para os individuos de determinada espécie entrarem em periodo reprodutivo,
maior o tempo de geragdao e menor a taxa de incremento populacional (CAUGHLEY, 1977).

Podemos citar também o caso da arara-azul, que por ter caracteristicas atraentes ¢
um dos grupos de aves mais ameagados do mundo (GUEDES, 2004). Com isso, objetivou-
se marcar € monitorar os ninhos, ovos e filhotes, como também coletar os dados bioldgicos,
fazer o mapeamento de ninhos e locais de alimentagao, manejar ninhos, ovos e filhotes e
também promover a educagdo ambiental e incentivar o turismo ecolégico e a analisar o

impacto deste (GUEDES, 2004).

6 AMEACAS NATURAIS

A pressao antropica é um fator relevante nas alteracbes dos ecossistemas,
contribuindo para a degradagao do ambiente (CUBAS ez a/, 2017), esse fato é consequéncia
da superioridade que foi imposta pelo homem sobre a natureza, resultando em dominio
excessivo (MARIANO ez al,, 2011). Segundo Peres ez al. (2020), o mundo esta enfrentando
uma das piores crises com a perda da biodiversidade como descrito na Lista Vermelha de
Espécies Ameagadas de Extin¢ao de 2008 (Vié ez 4/, 2009). Quando o assunto é conservagao
o Caiman latirostris possui uma situagao complexa (VILLELA, 2004). Mesmo que no Brasil
a espécie tenha deixado de ser considerada ameagada de extin¢do, atividades como
desmatamento, polui¢dao, drenagem de lagos e rios, expansao urbana e o uso intensivo de
agrotoxicos vem causando a reducdo de habitat natural desses individuos, assim também
causando uma baixa populacional devido as ameagas constantes pela ocorréncia da espécie
em areas urbanas, assim estando ainda mais sujeito a caga que.

Segundo Filogbnio e al. (2010), muitas mortes tém sido causadas por pescadores
que visam evitar que suas redes de pesca sejam danificadas por esses animais durante a
tentativa de se alimentar dos pescados. Como os crocodilianos tém distribui¢ao exclusiva no
ambiente aquatico (Figura 4), isso acaba sendo um fator de maior pressio humana sobre o

seu habitat (SIMONCINI, 2011; LUZ, 2012).
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Figura 4 - Individuo de jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris), na Estagao Ecologica
de Tapacura, Pernambuco.

Fonte: Paulo Braga/Liar (UFRPE)

Os jacarés vém sendo encontrados com mais frequéncia em esgotos, vales e
areas alagaveis, sendo cada vez mais avistados em meio as cidades onde estdo sujeitos a
acidentes, ataques e doengas. A caga e a exploracao comercial de jacarés buscando a
produgio e a extracdo de carne e couro tem um grande impacto na redugao populacional
desses animais. Principalmente os mais jovens, uma vez que o aproveitamento de pele é
maior nos individuos mais novos por nao terem formado ainda os osteodermos ventrais
(LEAK et al., 1987).

A poluigdo de lagos e rios também ¢ um dos agravantes principais para a
diminuicao de populacao desses animais, pois além de causar a contaminacao de inumeros
organismo aquaticos, também causa um enorme desequilibrio ecolégico e fisiolégico,
podendo ocasionar diversas doengas infecciosas ou infec¢oes parasitarias (Merchant ez al,
2018). Além disso, os crocodilianos podem acabar morrendo por inundagiao ou predagao
durante seu desenvolvimento embrionario (SIMONCINI 7 a/., 2016). Em relacao ao

Caiman latirostris a estimativa ¢ de que apenas 30 a 40% dos ovos eclodem, devido a esses
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eventos (SIMONCINI ¢7 a/., 2016). Além desses fatores, COUTINHO ¢ al., 2013 citam
que a predacdo dos ninhos por raposas, lagartos, quatis, aves, além do ataque por cupins,
formigas, fungos e bactérias sio as maiores causas de mortalidade embrionaria
(COUTINHO ez al., 2013).

A umidade e a temperatura do ambiente podem contribuir para o surgimento de
bactérias e fungos. Em um estudo realizado por Nébrega e al. (2019), foi encontrado a
presenca de agentes infecciosos em ovos e ninhos de Cazman latirostris. Nos ovos foram
encontrados K. preumoniae, Bacillus cereus, 1eclercia adecarboxylata, Klebsiella ozaenae, Acinetobacter
baumannii-calcoaceticns e Pseudomonas aernginosa. Ja nos ninhos foi encontrado a presenca de

Enterobacter cloacae, K. pnenmoniae, K. ozaenae e B. cereus.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O jacarédepapoamarelo possui uma reprodugdo complexa, agindo em diversas
etapas, desde agoes até produgdo de sons, juntamente com diferencas anatomicas. Existem
afinidades comportamentais entre os répteis, principalmente com crocodilianos, mas se
tratando do comportamento de nidificacdo estes demonstram caracteristicas particulares da
espécie.

A etiologia se mostra essencial para efetivar a conservacao. Com a criagio em
cativeiro ¢ permitido o estudo da reproducio, biologia, saude, manejo, dentre outros,
garantindo melhores condi¢oes de conservagao. O contato excessivo da a¢do antropica com
o meio ambiente vem sendo a maior ameaca a espécie. Com a degradacao do ambiente caga
e explora¢ao do comércio, poluicao dos rios e lagos, os crocodilianos acabam estando
frequentemente em risco de desequilibrio populacional.

O conhecimento sobre a biologia, importancia ecoldgica e cultural, reproducio e
comportamento do jacaré-de-papo-amarelo em seu ambiente natural, torna-se essencial para
analisar suas caracteristicas e gerir de forma segura a conservacao destas populagdes. O
contato excessivo da a¢do antrépica com o meio ambiente vem sendo a maior ameaga a
espécie, apesar disso, o Caiman latirostris vem se mostrando um exemplo de sobrevivéncia e
adaptacao, estando fortemente presente em meios urbanos e poluidos e se adaptando a estes.
Com a degradacao dos hdbitats, estes animais encontram-se em constante desequilibrio
populacional, lutando de maneira contundente, para a sua sobrevivéncia. Além de estudos

sobre a espécie, ¢ necessario o entendimento da populagao, que tem como um “vilio” o
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jacaré nativo. O ensino por via da educagao ambiental aliado a reprodugio em cativeiro pode
facilitar a promogao de pesquisas mais eficientes sobre a conservagiao do jacaré-de-papo-
amarelo, sua reproducio, biologia e fun¢dao ecolégica. Desta forma, ¢ fundamental que
realizem mais estudos a respeito do assunto para compreender a dinamica populacional da

espécie, assegurando sua conservagao.
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Palavras-chave:

Embora o corante panético seja utilizado para avaliagio de
viabilidade de células espermaticas em varias espécies animais nao
ha registros sobre sua eficiéncia na espécie equina. Dessa forma, o

Espermatozoide presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficicia do pandtico
Motfologia rapido na avaliagdo morfoldgica espermatica no sémen fresco
Corantes equino quando comparada a coloragdo eosina-nigrosina. Foram

coletadas amostras de sémen de 10 equinos, sendo 5 da raca
mangalarga marchador e 5 quarto de milha, pertencentes a haras
localizado no municipio de Pindodretama, e cinco amostras de
animais da raga Quarto de milha provenientes de haras localizado
no municipio de Morada Nova, ambos no Estado do Ceara. Sendo
coletadas as amostras, com égua devidamente contida, para seguro
do veterinario, e dos animais, quando expunha totalmente o pénis,
e deslocado introduzido em uma vagina artificial, sendo esta
simulando temperatura da vagina da égua, apos coleta do sémen é
encaminhado e analisado as amostras, de forma macroscopica,
volume, cor, odort, aspecto, e microscopica, motilidade e vigor,
sendo em seguida confeccionada as laminas para analise da
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morfologia seminal. De posse dos dados foram tabulados em
planilhas e analisados as medias por grupos, de forma descritiva.
Dos 10 equinos utilizados, foram obtidos 2 mil espermatozoides
para analise de vigor e motilidade, além da avaliagio morfoldgica.
Para cada animal foram confeccionadas duas laminas com os
corantes eosina-nigrosina, considerado o padrio ouro, e o panotico
rapido, nos quais foram avaliados 100 SPTZ por lamina de cada
corante por meio de microscopia 6tica com aumento de 100x. O
pandtico rapido pode ser utilizado na rotina de avaliagdo
morfolégica de espermatozoides equinos, sendo uma coloragiao
rapida, de custo acessivel e eficaz na identifica¢ao de patologias das
células espermaticas, podendo ser utilizada em programas de
reprodugdo equina.

MORPHOLOGICAL EVALUATION OF EQUINE SPINE EQUINE
STAINED WITH EOSIN NIGROSIN AND FAST PANOTIC

Artificial insemination (AI) has great applicability in the daily
reproductive management, in which the correct handling of semen
is essential for reproductive success, especially in the case of equine
semen, which is more sensitive than other species. Sperm
morphology is one of the main parameters to predict the fertility
capacity of the animal, observing its sperm quality, being this
technique capable of observing the pathologies of the semen, and
it can also presume whether the animal is fit or unfit to choose to
be a stallion. Although the panotic dye is used to evaluate the
viability of sperm cells in several animal species, there is no record
of its efficiency in the equine species. Thus, the present study
aimed to evaluate the efficacy of rapid panotic in the sperm
morphological evaluation in fresh equine semen when compared
to eosin-nigrosine staining. Semen samples were collected from 10
horses, 5 of which were mangalarga gaiters and 5 quarter of a mile,
belonging to stud farms located in the municipality of
Pindodretama, and five samples of animals of the quarter mile
breed from stud farms located in the municipality of Morada Nova,
both in the State of Ceara. Samples were collected, with properly
contained mare, for the veterinarian's insurance, and the animals,
when fully exposed the penis, and moved inserted into an artificial
vagina, simulating the mare's vagina temperature, after collecting
the semen, it is forwarded and analyzed the samples, in
macroscopic form, volume, color, odor, appearance, and
microscopic, motility and vigor, then the slides were made for
analysis of seminal morphology. In possession of the data, they
were tabulated in spreadsheets and the means were analyzed by
groups, descriptively. Of the 10 horses used, 2,000 sperm were

Keywords: obtained for analysis of vigor and motility, in addition to
Sperm morphological evaluation. For each animal, two slides were made
Morphology with the eosin-nigrosine dyes, considered the gold standard, and
Dyes the fast panotic, in which 100 SPTZ per slide of each dye were

evaluated using optical microscopy with a 100x magnification.
Rapid panotic can be used in the routine of morphological
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evaluation of equine sperm, being a fast, affordable and effective
stain in the identification of sperm cell pathologies, and can be used
in equine breeding programs.

1 INTRODUGCAO

A inseminagao artificial (IA) tem grande aplicabilidade no cotidiano do manejo
reprodutivo, no entanto a coleta do sémen tem que ser realizada de maneira higiénica e sem
que ocorra danos ao animal e ao veterinario, havendo a correta manipula¢iao do sémen que
¢ essencial para o sucesso reprodutivo, principalmente no caso do sémen equino que
apresenta uma maior sensibilidade do que as demais espécies (OLIVEIRA ez al, 2013;
WOODS ez al., 1990).

Para ocorrer a fecundagao é necessario que o espermatozoide esteja integro para
realizar esta funcao, apresentando adequado metabolismo energético, motilidade progressiva,
enzimas do acrossoma, protefnas plasmaticas, distribuicao de lipideos no plasma e na
membrana do acrossoma, assim como as proteinas da membrana plasmatica, responsaveis
por auxiliar na sobrevivéncia dos espermatozoides no trato feminino (AMANN e
GRAHAN, 2011).

Assim, para que a inseminacao artificial possa apresentar os melhores resultados na
espécie equina é necessario um estudo mais amplo sobre os testes utilizados para analisar a
viabilidade dos espermatozoides submetidos a refrigeracao, congelacao e descongelagao, uma
vez que apos esses processos danos a integridade da membrana espermatica parecem exercer
papel critico na sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital da fémea (DE ARRUDA
et al., 2011).

A utilizagdo de um tnico método convencional para avaliagao espermatica é muito
limitada para predizer o potencial de fecundac¢io objetivando a qualidade do sémen, isto se
deve as diferentes fungdes e componentes seminais (MAZIERO ez al., 2009).

A motilidade, concentragao e morfologia espermaticas sao os parametros classicos
na avaliacio de amostras de sémen (fresco, resfriado ou congelado). Usualmente, a
motilidade espermatica é estimada em analise do sémen entre lamina e laminula, enquanto as
anormalidades espermaticas sio avaliadas em esfregacos corados. Ambas as técnicas sao
realizadas sob uso de microscopia éptica (ARRUDA 7 al,, 2007). Assim, a fim de avaliar a

qualidade seminal em equinos, sdo utilizadas analises fisico-quimicas, testes hiposmoticos,
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avaliagdio de vigor e motilidade (JASKO e 4/, 1990), bem como também analises
morfolégicas das células espermaticas através de corantes especificos (ARRUDA ez a/., 2007).

Entre os corantes ja utilizados para avaliagao da morfologia espermatica podem ser
citados a eosina-anilina azul (VANDER SCHAAF, 1952), Spermac (OETTL, 1986), Giemsa
(GRAHAM, 19906), sondas fluorescentes como o brometo de etideo, iodeto de propidio (PI)
e a aglutinina de Psiun sativun (PSA), quando associados a isotiocinato de fluroceina (FITC)
(ARRUDA ¢t al., 2007). Na rotina de avaliagdo espermatica a coloragao mais usada ¢ a eosina-
nigrosina com a finalidade de avaliar os espermatozoides vivos e mortos, onde os nuicleos
dos espermatozoides vivos nao se coram em vermelho (DOTT e FOSTER, 1972).

O corante pandtico rapido tem se mostrado uma técnica rapida e bastante eficaz
para a coloracio e esfregago de amostras de sémen, permitindo a facil identificagao
morfolégica das células espermaticas (CHACUR ef al., 2004).

Embora o corante panético seja utilizado para avaliagao de viabilidade de células
espermaticas em varias espécies animais, ndo ha registros sobre sua eficiéncia na espécie
equina. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia do panético
rapido na avaliagao morfologica espermatica no sémen fresco equino quando comparada a

coloragdo de eosina-nigrosina.

2 MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Faculdade Terra Nordeste (FATENE) sob nimero de registro 002/2020. Para a
realizagdo do mesmo foram coletadas amostras de sémen de 10 equinos, sendo cinco animais
da raga Mangalarga Marchador, pertencentes a haras localizado no municipio de
Pindodretama, e cinco amostras de animais da raga Quarto de milha provenientes de haras
localizado no municipio de Morada Nova, ambos no Estado do Ceara.

Vale ressaltar que os equinos analisados possufam manejo alimentar semelhante
com ragdao comercial e feno, além do manejo sanitario que se encontrava em dia tanto a
vermifuga¢do como imunoprofilaxia para raiva, encefalomielite, tétano, influenza e herpes
virus.

Os animais foram avaliados clinicamente observando-se o estado geral, histérico,
priorizando-se o exame fisico do sistema genital (prepucio, pénis e testiculos) e
posteriormente foram submetidos a exame androlégico, o qual compreendeu a avaliagao

clinica geral, reprodutiva e analise do sémen.
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Os equinos foram nomeados por letras e nimeros referentes a raga para fins de

organizac¢ao e distingao de qual animal era avaliado.

Coleta das amostras

Para a coleta os animais foram submetidos ao cortejo de uma égua no estro
devidamente contida (com cordas aos pés sendo amarradas ao peitoral). Como medida de
contencao foi utilizado um cachimbo, quando necessario. No cortejo, quando cada animal
expunha totalmente o pénis foi realizada a monta, onde o pénis era desviado para uma vagina
artificial, contendo 4gua em temperatura em torno de 42°C, simulando a temperatura da
vagina da égua. LLogo em seguida as amostras foram encaminhadas para processamento e

analise.

Processamento e andlises das amostras de sémen equino

Cada ejaculado coletado foi analisado primeiramente quanto ao volume, cor,
aspecto (leitoso, fluido, transparente, vermelho), odor (s# generis ou nao), os quais foram
registrados em planilhas de excel previamente impressas. Apos esta analise fisica, as amostras
de sémen foram filtradas para diminuir a sujidade presentes, e logo em seguida analisadas

para avaliacao de vigor e motilidade e apds confecgao das laminas.

Avaliagao de Vigor e Motilidade

Com uso de luvas estéreis, de cada amostra de sémen fresco, foi retirada uma
aliquota de 5uL e colocada entre lamina e laminula para avaliacao da motilidade (0 — 100%)
e vigor 0-5, a microscopia 6ptica nos aumentos de 10x e 40x. Em seguida, foi confeccionada
outra lamina com amostra diluida de cada sémen com o Botusemen®, na diluicio de 2:1
(30ml de diluente para 15ml de sémen), onde foram observadas as mesmas caracteristicas

seminais de motilidade e vigor.

Avaliacao morfologica espermitica

Para avaliagdo morfolégica da cabega, acrossoma e pe¢a intermediaria dos
espermatozoides foram separadas aliquotas de 10uL. de cada amostra de sémen e adicionadas

de 1 mL de agua. A partir dessas dilui¢oes, com auxilio de micropipeta semiautomatica de 20
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ul, a solugao foi disposta em 3 laminas para confeccao de esfregacos que foram secos ao ar
e logo em seguida corados pelos corantes panotico rapido e eosina-nigrosina. Apos a
coloracio, as laminas foram analisadas em microscépio 6ptico nos aumentos de 4x, 10x, 40x
e 100x, sendo que para este ultimo aumento foi utilizado 6leo de imersdao para uma melhor

visualizagdo e interpretagao.

Analise estatistica

De posse dos dados, os mesmos foram tabulados em planilhas eletronicas para
posterior analise tabular e graficas através de uma anélise descritiva que envolveu as médias

dos valores obtidos por corante por grupo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de sémen foram analisadas a olho nu quanto ao aspecto, odor e
coloracdo, apresentando aspecto leitoso, odor sui generis, coloragdo branca, estando dos
padrdes normais para a referida espécie.

Dos 10 equinos utilizados, foram obtidos 2 mil espermatozoides para analise de
vigor e motilidade, além da avaliagio morfolégica. Para cada animal foram confeccionadas
duas laminas com os corantes eosina-nigrosina, considerado o padrio ouro, e o pandtico
rapido, nos quais foram avaliados 100 SPTZ por lamina de cada corante por meio de

microscopia 6tica com aumento de 100x.

Avaliacdo de Vigor e Motilidade
As anialises de vigor ¢ motilidade sio muito importantes para avaliagio da
viabilidade dos espermatozoides numa amostra de sémen. O vigor, expresso em escala de 0
a 5, representa intensidade do movimento dos espermatozoides de se locomoverem de um
canto para o outro (QUEIROZ, 2003), enquanto a motilidade diz respeito a porcentagem de
espermatozoides moveis em amostras de sémen (HAFEZ, 2004; CBRA, 1998), sendo este
um dos parametros mais utilizados na analise do sémen fresco tanto em laboratérios quanto
em propriedades.
De acordo com as observagdes com padroes de estimativa, as amostras dos equinos
nesse experimento apresentaram vigor de 2 a 4, e percentuais de motilidade que variaram de

65% a 85%. Tanto a motilidade total quanto o vigor espermatico apresentaram valores
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semelhantes aos observados por Costa ef al. (2014), Candeias (2010) e Oliveira (2010), os

quais observaram motilidade >70,0% e vigor =3.

Avaliagdo morfologica espermitica

A morfologia espermatica ¢ um dos principais parametros para predizer a
capacidade fecundativa do animal, observando sua qualidade espermatica, sendo esta técnica
capaz de observar as patologias do sémen, podendo também presumir se o animal e apto ou
inapto para escolha de ser garanhdao (KAVAK ez a/., 2004). Garanhoes de alta fertilidade com
constancia de servicos de inseminacdo artificial ou monta controlada tem uma baixa
frequéncia de patologias de morfologia seminal (ROUSSET et al., 1997).

Na avaliacio morfolégica, foram analisadas as alteragdes morfolégicas de cabecga,
peca intermediaria e cauda observadas nas amostras seminais coradas nos corantes eosina-
nigrosina e panotico rapido.

Na avaliagao de cabeca, as principais alteracGes observadas foram cabega dupla,
cabeca piriforme, cabega estreita na base, contorno anormal de cabega, contorno anormal de
cabeca e cabeca dupla, sendo visualizadas no corante eosina-nigrosina (Fig. 01) e pandtico

rapido (Fig. 02).

Figura 01 - Avaliacio de altera¢oes de cabeca em espermatozoides equinos visualizadas no
corante eosina- nigrosina. Cabeca dupla (A), cabega piriforme (B) e cabeca estreita na base

©

Fonte: Autores
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Figura 02: Avaliacao de alteragdes de cabeca em espermatozoides equinos visualizadas no
corante panético rapido. Contorno anormal de cabeca (A), contorno anormal de cabega (B)

e cabeca dupla (C)

Fonte: Autores

Quanto as analises morfologicas de peca intermediaria, as principais alteragdes
visualizadas foram pseudo gota, peca intermediaria estreita na base e peca intermediaria em
saca rolha, sendo visualizadas no corante eosina-nigrosina (Fig. 03) e pandptico rapido (Fig.

04).

Figura 03 - Avaliacao de alteragoes de pega intermediaria em espermatozoides equinos
visualizadas no corante eosina-nigrosina. Pseudo gota (A e B) e peca intermediaria estreita
na base (C)

Fonte: Autores
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Figura 04: Avaliagao de alteracGes de peca intermediaria em espermatozoides equinos
visualizadas no corante panético rapido. Pseudo gota e pega intermediaria em saca rolha

(A) e gota distal (B)

Fonte: Autores

Ja com relagao as alteragdes de cauda espermatica, as principais observagoes
foram cauda rompida, cauda enrolada e cauda fortemente enrolada, sendo visualizadas no

corante eosina-nigrosina (Fig. 05) e pandptico rapido (Fig. 006).

Figura 05 - Avaliacao de alteragoes de cauda em espermatozoides equinos visualizadas no
corante eosina-nigrosina. Cauda rompida (A), cauda enrolada (B) e cauda fortemente
enrolada (C)

Fonte: Autores
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Figura 06 - Avaliagao de alteracGes de cauda em espermatozoides equinos visualizadas no
corante panético rapido. Cauda rompida (A e B) e cauda fortemente enrolada (C)

Fonte: Autores

Apbs a leitura das laminas, as patologias encontradas foram catalogadas por animal
em percentagem para os dois corantes. Sendo os dados encaminhados para a estatistica onde

foi realizada a média dos mesmos, conforme descrito nas tabelas 01, 02 e 03 a seguir.

Tabela 01 - Percentual de alteragdes morfoldgicas de cabega em amostras resfriadas de
semen de equinos Mangalarga Marchador (MM) e Quarto de Milha (QM) coradas pelos
corantes eosina-nigrosina e panotico rapido

Animais Eosina-nigrosina Panético rapido
MM1 07% 09%
MM2 25% 22%
MM3 13% 10%
MM4 08% 07%
MM5 30% 32%
QM1 04% 05%
QM2 12% 12%
QM3 05% 03%
QM4 07% 07%
QM5 10% 12%

Fonte: Dados da pesquisa
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Os valores obtidos da média no grupo dos MM foram de 17% para o corante eosina
nigrosina e de 16% relativo ao corante panoético rapido. Ja em relagiao ao grupo QM o valor

obtido foi semelhante para os dois corantes, sendo a média de 8%.

Tabela 02 - Percentual de alteragoes morfologicas de pega intermediaria em amostras
resfriadas de sémen de equinos Mangalarga Marchador (MM) e Quarto de Milha (QM)

coradas pelos corantes eosina nigrosina e panotico rapido

Animais Eosina-nigrosina Panético rapido
MM1 3% 3%
MM2 7% 5%
MM3 5% 3%
MM4 3% 5%
MM5 8% 7%
QM1 2% 2%
QM2 3% 5%
QM3 3% 3%
QM4 2% 2%
QM5 2% 2%

Fonte: Dados da pesquisa

Os valores obtidos no grupo MM mostraram-se semelhantes nos dois corantes,
com uma média de 5% de alteragoes visualizadas. Ja o grupo QM apresentou uma pequena
variacio onde a eosina nigrosina (2%) nessas leituras mostrou-se inferior em relagio ao

panético rapido (3%).
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Tabela 03: Percentual de alteracbes morfoldgicas de cauda em amostras resfriadas de
sémen de equinos Mangalarga Marchador (MM) e Quarto de Milha (QM) coradas pelos
corantes eosina-nigrosina e panoético rapido.

Animais Eosina-nigrosina Panético rapido
MM1 09% 12%
MM2 16% 22%
MM3 20% 25%
MM4 04% 03%
MM5 25% 31%
QM1 13% 13%
QM2 18% 23%
QM3 05% 07%
QM4 09% 11%
QM5 05% 07%

Fonte: Dados da pesquisa

Na avaliacio dos dados das patologias de cauda, foi observada variacio nos dois
grupos. Em relacio ao MM, a média da eosina nigrosina foi de 15%, enquanto do pandptico
rapido foi de 19%. No grupo QM os resultados vistos pela eosina nigrosina forma de 10% e
no panoético rapido 12%.

Nao houve diferenga estatistica significativa entre a média dos dados referentes aos
corantes e a capacidade de visualizagao das patologias nas trés estruturas estudadas. Vale
ressaltar que nao foi realizado desvio padrao e coeficiente de variagdo devido ao nimero de
animais cedidos para realizagio do trabalho podendo haver uma margem de erro
relativamente grande.

Os achados de patologias de cabega e pega intermediaria foram visualizados tanto
no corante eosina nigrosina quanto no pandtico rapido. Ja as alteragcdes da cauda foram
observadas com maior clareza no panético rapido, tendo uma melhor visualizacao do flagelo,
visto que por sua capacidade tintorial tem-se uma melhor visibilidade da célula por completo,
porém nao diferindo espermatozoides viaveis e inviaveis sendo esta capacidade de avaliagao

de integridade da eosina nigrosina.
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Dessa forma, o corante panético rapido mostrou-se eficaz, pois na avaliacao de
cabeca, peca intermediaria e cauda, os mesmos foram visualizados perfeitamente. Ja o
corante eosina nigrosina, mostrou-se como padrao a facil visualizagao dos SPTZ com danos
a sua integridade, onde nio ¢é perceptivel no pandtico, pois o corante distado no inicio tem
capacidade de diferir com seu poder tintorial os espermatozoides com defeituosa sendo estes
corados em rosa, quanto aos integros corados em branco conforme relatado por Foester ef
al. (2011).

Um estudo realizado por Arruda e al. (2015), retrata que em touros com alta
fertilidade as alteragoes de cabeca dos espermatozoides estao entre 10 e 12%, nao excedendo
20%, relata também, que nao pode ultrapassar 3% de gota proximal. Araujo e Araujo (2011),
descreveram que os animais do seu estudo apresentaram defeitos de patologias com
percentual de patologias acima do preconizado pela CBRA para comercializagao, retratando
que os animais analisados se for sub férteis os seus descendentes podem herdar esta
caracteristica.

Na rotina clinica dos laboratérios de patologia clinica os corantes panodtico e
Giemsa sdo os mais utilizados devido ao baixo custo e por possibilitarem a avaliagao de varias
células (TEIXEIRA ¢ al., 2010; MAGALHAES ez al,, 2001) devido a capacidade tintorial
para avaliagdes caracteristicas e nucleares e ainda assim uma facil percepgao e diferenciacao
de nucleo e citoplasma (LEME e PAPA 2010).

Por essa razao vem sendo frequentemente utilizado para a avaliagao de células de
linhagem espermatogénica, principalmente espermatocitos secundarios e na avaliagdo de
células testiculares em onga pintada (Panthera onga) (PAZ et al., 2003) e bovinos (BASTOS ez
al., 2015). Também tem sido utilizado em avaliagdes seminais com a analise morfologica e
percentual de células espermaticas de cachorro do mato (Cerdocyun thous) (SOUZA et al.,
2011). Em clinicas de pequenos animais ¢ bastante comum a utilizagdo desse corante para
observacao de citologias de liquido seminal de caes com prostatite com intuito de monitorar
e prevenir a doenga (STELLA e7 al., 2007).

O corante pandtico rapido mostrou qualidade no esfregaco de sémen equino,
possibilitando a visualizagao das alteracdes morfofisiologicas do sémen, sendo uma técnica

rapida, pratica e barata conforme descrito por CHARCUR ez al. (2012).
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4 CONCLUSOES

O pandtico rapido pode ser utilizado na rotina de avaliagio morfolégica de
espermatozoides equinos, sendo uma coloragdo rapida, de custo acessivel e eficaz na
identificacdo de patologias das células espermaticas, podendo ser utilizada em programas de

reproducao equina.
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