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RESUMO

GEBE, R. A., Msc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Fevereiro 2010. Colheita de amostra de ovario para biopsia com agulha Tru-Cut em
éguas. Prof. Dr. José Frederico Straggiotti Silva (orientador).

Os resultados, no setor reprodutivo animal, em geral, sdo presumiveis na sua
maioria, uma vez que, pequenos detalhes podem provocar grandes transtornos na
reprodugcdo equina, em que muitos estudos se desenvolvem ainda em carater
experimental. As peculiaridades do aparelho reprodutivo das éguas, em especial,
necessitam de abordagem mais especifica dos ovarios, in vivo, para que novos
métodos diagndsticos das patologias debilitantes tenham progndéstico rapido. A
colheita de amostra de ovario para biopsia, com uso de agulha cortante tipo Tru-Cut,
foi experimentada em pecas anatébmicas escolhidas aleatoriamente no Frigorifico
ltapetinga — BA. Para efeito da amostra para biopsia com agulha Tru-Cut, foram
definidos planos teciduais (celular denso, turgido e colagenizado), para a
comparacdo com os planos teciduais de amostras do mesmo ovario et vivo, em
relacdo ao método de coleta convencional (Padrao). Trés modos de avaliacao foram
utilizados para comparar os planos teciduais: porcentagem de area ocupada por
células, nivel organizacional das células, cromatismo do nucleo celular, resultando
em diferencas significativas. A técnica que utilizou agulha Tru-Cut para colheita de
material para biopsia de ovarios de éguas foi eficiente. Os resultados, que nao
diferiram significativamente, demonstraram a representatividade da técnica na
comparagdo com a técnica de biopsia Padrdo. E uma nova abordagem no uso de
procedimentos menos invasivos e traumaticos, incluindo-se futuramente numa nova
categoria em evolucdo, as cirurgias minimamente invasivas, denominada NOTES

(Natural Orifice Translumenal Endoscopic Surgery).

Palavras-chave: Biopsia, Tru-Cut, ovario, éguas.



ABSTRACT

GEBE, R. A., Msc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
February 2010. Sampling for ovarian biopsy with Tru-Cut needle in mares. Prof. Dr.
José Frederico Straggiotti Silva (advisor).

Most results of animal breeding studies are, in general, doubtful, since small
details can cause major problems in equine reproduction, an area in which many
studies are still developed on experimental basis. Peculiarities of the reproductive
tract of mares, in particular, need a more specific approach of the ovaries, in vivo, so
that new diagnostic methods of debilitating diseases leads to a fast prognostic. The
collection of samples for ovarian biopsy with the use of biopsy needle Tru-Cut was
performed in randomly selected anatomical parts at the Frigorifico Itapetinga, in
Bahia state. For the purpose of the sample for biopsy with Tru-Cut needle, tissue
levels were defined (cell dense, turgid and collagenized), for comparison with those
of tissue sampling from the same ovary et vivo, performed through the conventional
collection method (standard). Three evaluation methods were used to compare the
tissue levels (percentage of area occupied by cells, the organizational level of cells,
chromaticism of the cell nucleus), resulting in significant differences. The technique in
which Tru-Cut needles were used to collect material for biopsy of the ovaries of
mares was efficient. The results, which did not differ significantly, demonstrated the
representativeness of the technique in comparison with the standard biopsy
technique. It is a new approach in the use of less invasive and traumatic procedures,
which will be included in a new and evolving category of minimally invasive surgeries

called NOTES (Natural Orifice Translumenal Endoscopic Surgery).

Keywords: Biopsy, Tru-Cut, ovary, mares.
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1. INTRODUCAO

Prejuizos a reproducdo equina podem ser causados por afeccées ovarianas,
dentre elas: hematomas, abscessos, torcdes de ovario e disturbios neoplasicos
(tumores de células germinativas, tumores mesenquimatosos, tumores das células
da granulosa — TCG, e tumores das células da teca). Estas afeccoes podem causar
alteracbes no comportamento e no ciclo estral das éguas, relacionadas ao
metabolismo hormonal envolvido.

As avaliagbes clinicas nos ovarios ficam restritas ao quadro clinico associado,
e, usando ferramentas como a palpacédo via retal, ultrassonografia e colheita de
material para histopatologia de peca cirtrgica (PC), ou peca de necropsia (PN),
mostra-se claro o amplo espaco entre o quadro clinico e o diagnéstico.

Na busca por dados estatisticos, relacionados as fémeas eqlinas com
potencial reprodutivo que deixam de conceber a cada ano, mostra-se a escassez de
informacgdes na area de biopsia ovariana. Isso significa que um grande percentual de
fémeas de alto padrdo zootécnico, muitas vezes, € mantido na reproducdo, sem
chances de concepcao, resultando em maiores custos.

Utilizando-se uma técnica inédita em ovarios equinos, com agulha de biopsia
Tru-Cut, foram colhidos fragmentos dos ovarios, muito menores, com alta
representatividade para avaliacdo. Com carater menos invasivo € sem excisao
ovariana, poderao ser realizadas, num futuro préximo, cirurgias com animais in vivo.

O aprimoramento de cirurgias minimamente invasivas resulta em melhores
resultados pds-operatorios, tais como: melhor cicatrizacao, melhor aspecto estético,
e, consequentemente, em alta precoce. A cirurgia endoscépica transluminal por
orificios naturais (NOTES) é alternativa a cirurgia laparoscépica, com a vantagem de
eliminar incisdes abdominais, uma vez que se combinam técnicas laparoscoépicas e
endoscoépicas, para acessar a cavidade abdominal, através de orificios naturais
(boca, uretra, vagina e anus).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho, por meio da colheita de material ovariano,
para biopsia com agulha Tru-Cut sao:

v Determinar as histopatologias e sua relagdo com as alteragdes reprodutivas;

v Comprovar que a amostra colhida pelo novo método tenha resultados
representativos, comparados aos do procedimento Padrdo de colheita em
peca cirargica (PC), ou peca de necropsia (PN), quando se utiliza uma lamina
cortante para retirada do fragmento;

v' Conceber metodologia estatistica para analise objetiva de dados histolégicos,
de forma a demonstrar a representatividade da amostra colhida pelo método
Tru-Cut, comparada ao do procedimento Padréo;

v' Eleger e consolidar uma técnica de manuseio exequivel e precisa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fertilidade

Fertiidade € um termo genérico que define apenas a capacidade dos
individuos de procriar ou perpetuar as espécies. Porém, em termos de produtividade,
em sistemas de criacdo, em que se associam os efeitos, ndo apenas da capacidade
intrinseca dos machos e da fémea, mas também do homem, nas decisées de
manejo, a eficiéncia reprodutiva passa a ser a fertilidade expressa no maior nimero
de nascimentos, em menor periodo, refletindo maior lucratividade ao sistema.
(MARTINS et al., 2002)

A reproducao € considerada uma funcao fisioldgica elitista, por requerer o
adequado funcionamento dos demais sistemas e funcdes bioldgicas, para que a
mesma possa acontecer normalmente, e assim, quaisquer que sejam as origens dos
disturbios que afetem os demais sistemas corporais, em geral, terdo potenciais
efeitos sobre a reproducéo. (RICKETTS, 2005)

A vida reprodutiva da fémea equina pode ser resumida em passos, como:
nascimento, puberdade, maturidade reprodutiva, estro, coberturas, gestacao, parto,
lactacdo, estro, coberturas e gestacdo. Assim, este ciclo — estro, cobertura,
gestacao, parto e lactagdo - pode repetir-se inUmeras vezes durante a vida util de
uma égua reprodutora até evoluir para senilidade reprodutiva. (DAVIES-MOREL,
2003)

Esses passos nado acontecem sem causar sequelas (alteracbes do
metabolismo e fisiologia da reproducédo), que se acumulam ao longo dos anos.
(WATSON, 2005)

Nas fémeas que apresentam ineficiéncia, o descarte é inevitavel para a
reproducao sem que, em muitas ocasides, se tenha uma analise mais detalhada de
cada caso. Este fato pode estar associado a varios fatores, como: falha na deteccéao
precoce de individuos com alguma patologia reprodutiva, doencas sexualmente
transmissiveis (DST), sémen de ma qualidade, adversidade no manejo reprodutivo e
ainda, fatores intrinsecos a fémea: deficiéncia nos mecanismos de defesa uterina
(WAGNER, 1991); baixa capacidade de resposta as terapias adotadas (MARQUES,
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1991); anormalidades congénitas ou adquiridas do aparelho reprodutivo; idade;
numero de crias, entre outros. (FARIN & ESTILL; YOUNGQUIST & BRAUN, 1993)

3.2 Aparelho reprodutor em éguas

No caso do ovario equino, este difere daqueles de outras espécies de
mamiferos domésticos por desenvolver modificagdes expressivas durante a fase
fetal. As gbnadas na fase pré-natal apresentam tamanho expressivo, resultante do
elevado numero de células intersticiais. Ha marcante semelhanca entre células
luteais, hepaticas e intersticiais das gbnadas de fetos dessa espécie, e as gbnadas
de fetos equinos de sete a oito meses sdo maiores do que os ovarios da égua no
mesmo periodo de gestacdo. (GINTHER, 1992)

O ovario da égua tem formato de grao de feijao com aproximadamente 7 a 8
cm de comprimento e 3 a 4 cm de espessura, sao recobertos pelo peritbnio, exceto
na borda inserida onde os vasos e nervos penetram; a borda livre é marcada por
uma depressao; a fossa da ovulagdo, unica area coberta pelo epitélio cubico
superficial, local de liberacdo do ovdcito, devido a peculiaridade do ovario da égua,
que é a inversao das camadas medular e cortical (parte central do parénquima
corresponde ao tecido cortical, limitado a fossa de ovulagéo) do ovario. (DELLMANN
& BROWN, 1982)

Nota-se também abundante estroma fibroso e, frequentemente, tecido
adrenocortical ectépico. (MCENTEE, 1993) O estroma cortical é constituido por
tecido conjuntivo frouxo.

Segundo Dellmann & Brown (1982), os foliculos primarios, ou “primordiais”,
sdo compostos de uma oogbnia e circundados por uma Unica camada de epitélio
simples, pavimentoso ou cubico. Os foliculos secundarios consistem de um epitélio
estratificado de células granulosas foliculares poliédricas que circundam uma
oogdbnia. O antro ainda ndo esta presente entre as células epiteliais.

Desenvolve-se uma camada glicoproteica, a zona pelucida (ZP), ao redor da
membrana plasmatica da oogbnia, circundando-a. Esta camada é secretada pelas
células granulosas foliculares e, em parte, pela prépria oogbnia. Prolongamentos
citoplasmaticos das células da camada granulosa penetram na ZP. Nos estagios
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antrais posteriores, as células granulosas que, imediatamente circundam o od4cito,
tornam-se cilindricas e dispostas radialmente, denominando-se corona radiata.
Observa-se, ao redor das células granulosas foliculares, a formacao de uma camada
de tecido conjuntivo, a teca. (DELLMANN & BROWN, 1982)

Os foliculos terciarios desenvolvem uma cavidade central, o antro, formado
pelos espagos cheios de liquidos entre as células da granulosa. O odcito, situado
mais proximo do centro do foliculo, num acumulo de células granulosas, denomina-
se cumulus oophorus. As células granulosas sao organizadas no estrato granuloso,
que forma o revestimento parietal do antro e que repousa sobre uma membrana
basal. A maior parte das células granulosas parietais é poliédrica, porém, a camada
basal pode ser constituida de células cilindricas. Algumas células granulosas podem
conter inclusbes PAS-positivas, os corpos de Call-Exner (precursores intracelulares
do liquido folicular). (DELLMANN & BROWN, 1982)

A teca diferencia-se em duas camadas: a teca interna vascular e a teca
externa de sustentacdo. As células da teca interna sao fibroblastos fusiformes
modificados, localizados num delicado tecido conjuntivo reticular. Algumas das
células fusiformes aumentam de tamanho e assumem a forma epitelioide poliédrica,
com padrdo de cromatina mais claro e nucléolos mais evidentes, abundantes nos
foliculos maduros durante o proestro, estro e inicio da regressdo. Na teca externa,
ha uma fina camada de tecido conjuntivo frouxo disposto, concentricamente, ao
redor da teca interna. A teca externa possui limites indistintos. (DELLMANN &
BROWN, 1982)

Segundo Nascimento & Santos (2003), na ovulagcédo, o foliculo entra em
colapso e se enruga a medida que a pressao é reduzida, conhecido por corpo
hemorragico. O estrato granuloso torna-se vascularizado por vasos da teca interna.
As células granulosas aumentam, tornam-se luteinicas, e sofrem hipertrofia e,
provavelmente, hiperplasia de ambos os tipos celulares, contribuindo para a
populacao das grandes células luteinicas, do corpo luteo, que sao poligonais.

Na égua, o corpo luteo, formado apés a ovulacao, é incluso, por isso nao se
projeta na parede do ovario, como observado nas fémeas de bovinos. As células
epitelioides da teca interna espalham-se no interior do estroma ovariano. Mastécitos
e eosindfilos ocorrem comumente entre as células da teca durante este periodo. Na

regressao, os tecidos conjuntivos, frouxo e vascular, do corpo luteo tornam-se
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conspicuos, gerando uma cicatrizacao denominada corpus albicans. (DELLMANN &
BROWN, 1982)

As alteracbes dos ovarios estdo relacionadas com o desenvolvimento
(hipoplasia, ovarios afuncionais) e a circulagdao (hematoma), que podem ser ainda
regressivas (hipotrofia, fibrose, cistos), progressivas (neoplasias - TCG), apesar de
poucos estudos relacionados aos equideos. Ha uma grande variedade de causas
para o aumento no tamanho dos ovarios em éguas, incluindo causas neoplasicas e
nao-neoplasicas. (NIE & MOMONT, 1992)

Entre as causas n&o-neoplasicas, estdo o0s hematomas e abscessos
ovarianos e as torcoes de ovario. (SEDRISH et al, 1997) Dentre as causas
neoplasicas, o tecoma € a mais rara. (RAOOFI et al., 2006)

3.3 Exame ginecoldgico

Este procedimento torna-se indispensavel para diagnosticar alteracdes
presentes, estabelecer um prognaéstico e, se possivel, orientar a terapéutica correta.
O exame consiste basicamente na avaliacdo do histérico reprodutivo da fémea,
inspecao geral e especifica, palpacdo retal e ultrassonografia. (GRUNERT &
GREGORY, 1984; VAN CAMP, 1992; PIMENTEL et al., 1998)

Segundo Petterson (2000), a indicacdo da biopsia aplica-se a uma parte
representativa ou particular da lesdo. Neste aspecto, a biopsia, por agulha cortante
(BAC), é um método incisional, caracterizado por remover fragmentos com o auxilio
de uma agulha cortante para analise histopatolégica.

A biopsia endometrial em éguas tem sido utilizada como ferramenta
indispensavel na avaliacdo da funcao reprodutiva. (KENNEY, 1978; SILVA, 1987;
PIMENTEL, 1996)

Estudos sobre a biopsia ovariana em éguas nao tém demonstragcdo na
literatura, impossibilitando uma comparagédo, além do ja citado em peca cirurgica
(PC), ou peca de necropsia (PN).
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3.4 Técnicas reprodutivas assistidas

Diversas técnicas e equipamentos podem ser empregados com esta
finalidade. H&4 casos de éguas que podem ndo ser beneficiadas por técnicas
assistidas, como a transferéncia de embrido (TE), devido a uma série de problemas
reprodutivos, que incluem falhas na ovulacao, infecgdes uterinas, lesdes cervicais e
outras anomalias nao diagnosticadas. (CARNEVALE, 2005)

A técnica de aspiracao folicular transvaginal, guiada por ultrassom (OPU),
vem sendo utilizada em éguas desde o inicio dos anos 90 (BRUCK, 1992),
entretanto, no Brasil, seu uso permanece experimental.

A biopsia com agulha Tru-Cut é utilizada para expressar técnicas de obtencao
de uma amostra tecidual mediante a utilizacdo de agulhas especiais que seccionam
um hemicilindro de lesdo, permitindo a avaliacdo histolégica por esta técnica
minimamente invasiva, que é a punc¢ao transcutanea. (IRION, K. 2006)

Os primeiros relatos experimentais em NOTES, utilizando animais, pela via
transgastrica, foram publicados pelo Dr Tony Kalloo, do Johns Hopkins Hospital,
Baltimore, em 2004.(KALLO et al., 2004)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local e periodo

Os procedimentos iniciais de colheita do material foram realizados no
Frigorifico ltapetinga, em Itapetinga — BA, no periodo de 18 a 22 de outubro de 2009.

No frigorifico, a metodologia empregada, para procedimento de abate, guia-se
pela Instru¢do Normativa 3, de 17 de janeiro de 2000, com anexo do regulamento
técnico de métodos de insensibilizacdo para o abate humanitario de animal de
acougue, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Também por se
tratar de empresa exportadora para a Comunidade Econémica Européia, guia-se
pela Diretiva 119, de 22 de dezembro de 1993, relativa a prote¢cdo dos animais no
abate e/ou occisao, do Conselho da Unido Europeia.

Os procedimentos seguintes foram realizados no campus da UENF.

4.2 Animais

Foram utilizadas 20 éguas SRD, com idades que variam de cinco a 15 anos,
escolhidas aleatoriamente do lote diario da linha de abate do frigorifico.

4.3 Material colhido

Depois da retirada das visceras da cavidade abdominal, no momento em que
as mesmas estavam na esteira de separacao de partes, os aparelhos reprodutores
foram colhidos (vulva, vagina, ceérvix, utero, ovarios), e encaminhados a area
reservada para manuseio. As pecas anatomicamente intactas foram avaliadas para

posterior colheita de material dos ovarios.
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4 .4 Procedimento com o material

Os ovarios numerados e fotografados foram, individualmente, manipulados
para a introducdo de agulha de biopsia tipo Tru-Cut semiautomatica (18-14G x 100
mm), direcionada e posicionada no ovario escolhido, que permitiu proceder-se a

colheita do material (Fig.1).

PRINCIPIGS DA BIOPSIA Tru-Cut

1- Bainha e agulha com "slot” para
fragmento

2- Empurre a agulha para o interior da
lesio

3- Bainha desliza sobre agulha para
captura do fragmento

4 Petirar a agulha, bainha e fragmento

Michael Edwards - 2003

Fig.1- Modo de agao da agulha de biopsia Tru-Cut para a colheita de fragmento tecidual.

A amostra para biopsia é retirada cuidadosamente e acondicionada em
frascos identificados com solucdo de formol 10% tamponado. Da mesma forma,
fragmentos dos mesmos ovarios colhidos, pelo método Padrdo, também foram
acondicionados e identificados para avaliacdo comparativa.

O método Padrdo, ou biopsia com bisturi convencional, € uma técnica
extensamente aceita e que mostra poucas limitacées na obtencdo de amostras, de
carater excisional, com dimensdes aproximadas de 5 mm x 10 mm, com alteragédo
minima na qualidade das laminas histologicas.

Os fragmentos de biopsia foram processados no laboratério de histopatologia
do Curso de Medicina Veterinaria, da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF).
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4 5 Laboratoério

Seguindo o procedimento laboratorial: Fixacdo — Formol 10% Tamponado;
Processamento histol6gico — métodos de rotina para inclusdo em parafina - blocos
(HUMASON, G.L., 1972); Microtomia (4,0 a 6,0 um de espessura); Montagem da
lamina; Coloracdo — HE (hematoxilina-eosina); Analise em microscépio 6tico

binocular.

4.6 Microscopia

Com Microscépio OLYMPUS BX41, modelo U-MDOB3, as laminas foram
observadas e, com camera fotografica digital NIKON COOLPIX 995 acoplada, foram
examinadas e documentadas utilizando Obj. 20x e Zoom F4.5.

Foram definidos parametros pela variagdo morfolégica e disposicao celular,
elegendo-se diferentes planos teciduais, presentes nas laminas comparativas de
colheita Tru-Cut e colheita Padrao.

Trés planos teciduais foram definidos por sua constancia absoluta:
1- Celular denso (distribuicdo sem polaridade, nucleo ovoide, nao se modela);
2- Turgido (distribuicdo monétona, nucleo rarefeito, préxima ao foliculo);
3- Colagenizado (distribuicao em feixe modelado, nucleo fusiforme).

Dos 20 animais colhidos (40 ovarios), foram geradas 80 laminas de colheita
(Tru-Cut e Padrao), e, apds a rotulacdo dos planos teciduais, foram selecionadas
nove laminas e suas correspondentes (18), com trés imagens de planos teciduais
por lamina (Fig.2), que geraram 54 imagens comparativas para a avaliagéo
estatistica.
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Fig.2- Imagens comparativas identificadas por trés numeros. O primeiro indica o animal ao que
pertencem as imagens; O segundo indica o plano tecidual (1-celular denso, 2-turgido, 3-
colagenizado); O terceiro indica 0 método de colheita (1-Tru-Cut, 2-Padrao).

4.7 Analise estatistica

Inicialmente, utilizou-se o aplicativo PIXEL ANALYSER 6.6, para
determinacao da tonalidade de cada pixel na imagem escolhida (foto da lamina com
corte histologico).

O aplicativo SAEG 9.1 gerou a distribuicdo de frequéncia de pixels com cada
tonalidade de cor, onde 0 (zero) corresponde ao preto, e 1 (hum) corresponde ao
branco. E, por dispersao simples, obteve-se o grafico para a determinagao do limiar
a partir de curva de 4° grau (Limiar = 0,70), determinando, assim, o percentual de
pixels pretos e brancos na imagem.

Numa segunda fase, o aplicativo SAEG 9.1 foi utilizado para determinacédo da
média, erro-padrdo, intervalo de confianga (P=0,95) e coeficiente de variagao
(PIMENTEL GOMES, 1966) dos parametros, de acordo com o plano tecidual e o
método de coleta:

- Percentagem de area ocupada por células;
- Nivel organizacional das células;

- Cromatismo do nucleo celular.
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Para comparacdo entre as médias das varidveis utilizadas para a
caracterizacao dos planos teciduais, foi utilizado o teste de Tukey. A comparacéo
entre as médias dos métodos de colheita, em um mesmo plano tecidual, foi realizada
por meio do teste “t” de Student. Em ambos os casos, adotou-se o nivel de 5% de

significancia.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultado | — Percentagem da area ocupada por células, em amostras de
ovarios de éguas, de acordo com o plano tecidual e o método de

colheita.

Apés determinacao da tonalidade de cada pixel das imagens escolhidas e
frequéncia de distribuicdo destas tonalidades, em que 0 (zero) corresponde ao preto,
e 1 (hum) corresponde ao branco (x 100), comparou-se, de cada animal, a colheita
ovariana realizada pelo método testado, o Tru-Cut, e o método Padrdo, nos trés

planos teciduais definidos (Tab. 1 e Fig. 3).

Tab. 1 — Percentagem da area ocupada por células, em amostras de ovarios de
éguas, de acordo com o plano tecidual e o método de colheita.

Area (%) ocupada por células de acordo com plano tecidual e método de

Animal colheita - -
Celular denso Turgido Colagenizado
Tru-Cut Padrao Tru-Cut Padrao Tru-Cut Padrao

1 44,05 31,77 35,42 16,05 17,67 17,42
2 56,48 32,04 18,96 20,09 13,57 17,47
3 35,45 32,65 17,82 18,25 29,36 20,29
4 35,89 43,68 23,89 12,56 13,61 15,05
5 49,07 38,92 15,98 29,42 17,16 18,57
6 40,94 50,15 26,66 21,87 39,81 29,69
7 47,29 46,21 37,41 21,44 33,88 17,48
8 41,01 49,25 38,52 22,08 28,55 17,11
9 42,68 39,98 45,42 23,84 21,71 13,69

X+s(X) 43,7+22 405+24 289+35 206+16 239+31 185+15

CV (%) 15,2 18,0 36,7 23,2 39,3 24,8

IC 38,6-48,8 349-46,1 20,7-37,1 16,9-243 16,7-31,1 15,0-22,0

X £ s(X): média + erro-padréo; CV (%): coeficiente de variacao; IC: intervalo de confianca (P=0,95).
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Fig.3 — Percentagem da &rea ocupada por células, em amostras de ovarios de éguas, de acordo com
o plano tecidual e o método de colheita. Médias seguidas por uma mesma letra maidscula,
comparando planos teciduais, e minluscula, comparando métodos de colheita, ndo diferem
significativamente entre si, em nivel de 5% de probabilidade.

A aplicacdo do teste Tukey nao evidenciou diferenga significativa entre os
dois planos teciduais (turgido e colagenizado), mostrando a necessidade de novos
parametros para o comparativo, uma vez que a percentagem de area ocupada por

celulas ndo serviu como diferencial para estes dois planos teciduais.

5.2 Resultado Il — Nivel organizacional das células em amostras de tecido ovariano
em éguas, de acordo com o plano tecidual e o0 método de colheita.

Partindo-se de uma avaliagdo simples, que pode diferenciar os trés planos
teciduais, utilizou-se uma escala de 0 — 5, em relagdo ao nivel organizacional das
células, numa distribuicdo que pode ser interpretada (Tab. 2):

e De 0 -1 = Distribuicao em feixe modelado, nucleo fusiforme;
e De 2 - 3 = Distribuicdo mondétona, nacleo rarefeito;

e De 4 -5 = Distribuicdo sem polaridade n&o se modela.
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Tab. 2 — Nivel organizacional das células em amostras de tecido ovariano em éguas,
de acordo com o plano tecidual e o0 método de colheita.

Nivel organizacional das células (0 — 5)

Animal Celular denso Turgido Colagenizado
Tru-Cut Padrao Tru-Cut Padrao Tru-Cut Padrao

1 5 4 3 3 1 0

2 4 5 3 3 0 1

3 4 5 3 3 0 1

4 5 4 3 2 1 1

5 4 5 3 3 1 1

6 5 4 2 3 0 1

7 5 5 2 3 0 1

8 5 4 2 3 0 0

9 5 5 2 3 0 1
X+s(X) 466+0,17 466+0,18 256+0,18 2,89+0,11 0,33+0,17 0,78+0,15
CV (%) 10,7 11,6 20,6 11,5 150,0 56,7

IC 0,38 0,41 0,41 0,26 0,39 0,34

X £ s(X): média + erro-padréo; CV (%): coeficiente de variacao; IC: intervalo de confianga (P=0,95).

Esta avaliacdo demonstrou que o nivel organizacional das células dos tecidos
difere entre si, ndo em relagdo ao método de colheita, mas sim em relacdo a

diferenca entre os planos identificados na colheita (Fig.4).

n w »~ o
L L L |

Nivel organizacional das células
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L

Tru-Cut® Tru-Cut?

Celular denso® Turgido® Colagenizado”
Plano tecidual e método de colheita

Fig.4 — Nivel organizacional das células em amostras de tecido ovariano em éguas, de acordo com o
plano tecidual e o método de colheita. Médias seguidas por uma mesma letra mailscula,
comparando planos teciduais, e mindscula, comparando métodos de colheita, ndo diferem
significativamente entre si, em nivel de 5% de probabilidade.
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Os resultados dos testes de Tukey e “t” de Student confirmam a diferenciacao
entre os planos teciduais com relacdo ao nivel organizacional das células em
amostras de tecido ovariano em éguas, e que também o método de colheita nao
influenciou diretamente o resultado.

5.3 Resultado [l — Cromatismo do nucleo celular de amostras de tecido ovariano de

éguas, de acordo com o plano tecidual e o método de colheita.

Partindo-se novamente de uma avaliacdo simples, que também pode
diferenciar os trés planos teciduais, utilizou-se uma escala de 0 — 5, em relacéo ao
cromatismo do nucleo celular, numa distribuicdo que pode ser interpretada (Tab. 3):

e De 0 -1 = Hipocromatismo;
e De 2 -3 = Normocromatismo;

e De 4 -5 = Hipercromatismo.

Tab. 3 — Cromatismo do nucleo celular de amostras de tecido ovariano de éguas de,
acordo com o plano tecidual e 0 método de colheita.

Cromatismo do nucleo celular (0 — 5)

Animal Celular denso Turgido Colagenizado
Tru-Cut Padrao Tru-Cut Padrao Tru-Cut Padrao

1 5 4 3 2 1 0

2 5 4 3 3 1 0

3 5 5 2 2 1 0

4 4 5 3 2 1 0

5 5 4 3 3 1 1

6 4 5 2 2 1 1

7 4 4 3 2 1 2

8 4 5 2 2 1 1

9 4 5 3 2 1 0
X+s(X) 4,44+0,18 456+0,18 2,67+0,17 2,22+0,15 1,00+0,00 0,56 * 0,24
CV (%) 11,9 11,6 18,8 19,8 0 130,8

IC 0,41 0,41 0,39 0,34 0 0,56

X £ s(X): média + erro-padrao; CV (%): coeficiente de variacao; IC: intervalo de confianca (P=0,95).
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Os valores mensurados pelo cromatismo do nucleo celular demonstram, nas
médias (X), que ha diferenga na comparagéo entre os trés planos teciduais. Com o
CV (%), no plano celular, comparando-se os dois métodos de colheita, ndo ocorreu
diferenga significativa (P>0,05), confirmado pelo IC (0,41), que foi 0 mesmo para
ambos.

Ocorreu diferenca significativa (P<0,05) entre as médias dos planos teciduais
quanto ao cromatismo do nucleo celular, tanto se analisando o método de colheita
Padrdo como o Tru-Cut. Comparando-se os métodos de coleta, em cada plano
tecidual, ndo se verificaram diferencas significativas (P>0,05) em nenhum dos casos,
0 que evidencia que tanto o método Padrao quanto o Tru-Cut apresentam mesmo
nivel de cromatismo do nucleo, independente do plano tecidual (Fig.5).
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Fig.5 — Cromatismo do nucleo celular de amostras de tecido ovariano de éguas, de acordo com o
plano tecidual e método de colheita. Médias seguidas por uma mesma letra maildscula, comparando
planos teciduais, e minuscula, comparando métodos de colheita, ndo diferem significativamente entre
si, em nivel de 5% de probabilidade.
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6. DISCUSSAO

E importante ressaltar o que Parker et al. (1989) dispuseram em seus
estudos, que um fator muito importante na biopsia, por agulha cortante, vem a ser o
tamanho da lesdo, sendo que as de tamanho muito pequeno, ou seja, menores que
o didmetro ou do comprimento minimo da seccado cortante da agulha, ndo sao
passiveis de biopsias por tal método.

Isso foi demonstrado na avaliagdo do didmetro das agulhas utilizadas, uma
vez que os fragmentos colhidos com Gauge 18 apresentavam pouca consisténcia,
deformando-se rapidamente na montagem dos blocos parafinados e também no
corte pelo micrétomo, com posterior insignificancia na avaliacdo ao microscépio. O
Gauge 14 colheu fragmentos com precisdo, tornando-se titular no procedimento.
Outras medidas devem ser avaliadas.

Foi realizado por Sartori et al. (2002) o procedimento em érgao reprodutivo
similar in vivo, quando se demonstrou que a biopsia com agulha Tru-Cut em ovinos
forneceu material suficiente para histologia, cujo procedimento € seguro, por nao ter
comprometido significativamente as caracteristicas estruturais e funcionais dos
testiculos, o que a avaliacdo comparativa das técnicas de colheita, no presente
trabalho, corrobora tais resultados.

No preparo das laminas para avaliacdo histolégica, podem acontecer
tecnopatias (artefatos relativos ao procedimento de montagem ou reativos as
técnicas de coloracdo utilizadas), que, no presente trabalho, direcionaram a
padronizacado e a selecao das laminas, de acordo com a distribuicdo celular. Nao
ocorreu comprometimento significativo no “n” de dados que alterassem os resultados
ou até a conclusao do trabalho. Por fim, ocorreram a adequacgéo e a calibracdo do
procedimento de colheita, facilitando o detalhamento da avaliagéo.

Também se deve avaliar o que mais cortes histolégicos seriados significariam
nos resultados, dependendo do momento fisiolégico das estruturas envolvidas na
localizagdo do fragmento colhido pela agulha de biopsia Tru-Cut. Isso porque os
cortes sdo realizados em profundidades diferentes, visto que a variacdo de planos
teciduais nos ovarios das éguas ndo obedece a uma distribuigao regular.

Em determinados casos, durante um ciclo estral, apés ovulacao, a hemorragia
distende a cavidade folicular, resultando em hematoma (THRELFALL, 1990). Nesta
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situacdo, persiste por tempo variavel e frequentemente ultrapassa a préxima
ovulacao, uma vez que o tecido luteo que se desenvolve é normal e ndo afeta a
atividade ovariana (HUGHES, 1972a, HUGHES, 1972b). O hematoma, que
normalmente se desenvolve apds a ovulagdao, como ocorre com o corpo hemorragico
(MILLS, 1996), pode atingir dimensdes consideraveis (>10 cm) e permanecer por
varios ciclos antes de ser absorvido, resultando em uma area firme e calcificada no
ovario (DAELS & HUGHES, 1993). Em geral, persiste por periodo de um a dois
ciclos (BOSU & SMITH, 1993), sem interferir com a atividade normal do ciclo estral
(BOSU et al., 1982; GINTHER, 1988), razao pela qual a remocao cirdrgica do ovario
comumente ndo é indicada (THRELFALL, 1990).

O procedimento com agulha de biopsia Tru-Cut, convém para a situacao
descrita anteriormente, diferenciando os varios estadios fisiol6gicos, além dos
estadios patoldgicos.

Nota-se uma variacdo morfolégica da disposicdo celular no ovario equino,
como demonstrado por Dellmann & Brown (1982). Esta foi observada nas varias
disposicdes celulares, de acordo com os estadios em que os foliculos se
encontravam. Isto enfatiza a dificuldade clinica de avaliagdo sem ferramentas de
acesso para auxilio do diagnéstico, além das ja conhecidas (palpacao,
ultrassonografia e dosagem hormonal).

Ressalta-se a importancia da histéria clinica, desde que bem elaborada, como
fator imprescindivel na conclusdo dos diagndésticos, e a inclusdo da biopsia ovariana
como ferramenta definitiva no diagnéstico de alteragdes ovarianas em éguas.

Estudos futuros sdo imperiosos para que a biopsia por agulha cortante torne-
se uma técnica cirargica que oferega praticidade, seguranca e confiabilidade aos

profissionais veterinarios.
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7. CONCLUSOES

A colheita de amostra de ovario para biopsia em éguas, por agulha cortante,
tipo Tru-Cut, mostrou-se eficiente, com representatividade no comparativo com a
biopsia pela técnica Padrao.

A utilizacdo de metodologia relacionada a analise de imagens, por meio de
avaliacao objetiva da tonalidade de pixels, propiciou condi¢cées para comparagcao de
planos teciduais e métodos de colheita.
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