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Resumo. A glandula pineal (GP), integrante do epitdlamo, mostra-se sensivel a luz e, nos
vertebrados, secreta melatonina, na auséncia de luminosidade. Este hormonio parece
interferir na adaptacdo das fungdes reprodutivas as condi¢des de luminosidade,
especialmente, em animais que se reproduzem sazonalmente como 0s equinos,
possibilitando o parto em épocas de clima mais quente e favoravel a disponibilidade de
alimentos. Diante disso, objetivou-se avaliar e descrever os componentes ultraestruturais
da GP de 24 éguas, distribuidas em duas fases: estacdo de monta e anestro fisiologico, cada
uma com 2 grupos (3-8 e 15-20 anos). A GP foi retirada ap6s o abate dos animais e
processada em etapas de fixacdo, secgdes histoldgicas e coloragdes. A analise do material
processado foi realizada utilizando-se microscopia de luz e de transmissdo. Os dados foram
submetidos a analise estatistica. A GP foi encontrada no plano sagital mediano,
dorsocaudalmente a aderéncia intertalamica e ventralmente ao esplénio do corpo caloso,
apresentando formato ovoide ou piriforme. Estava envolvida por cépsula de tecido
conjuntivo, da qual partem septos que, acompanhados por vasos sanguineos, dividem o
parénquima em lébulos. Os principais componentes glandulares foram pinealdcitos e
astrocitos. Concrecdes calcarias foram evidenciadas no ndcleo e no citoplasma de
pinealdcitos, bem como no espago extracelular de todas as GPs, independentemente da
idade e/ou fase reprodutiva. Por outro lado, animais em anestro fisioldgico apresentaram
maior numero de pinealécitos.

Palavras-chave: Anatomia, epitalamo, equinos, microscopia, reproducao

Morphological evaluation of the pineal gland of mares in
reproductive activity and in physiological anestrus

Abstract. The pineal gland (PG), part of the epithalamus, is sensitive to light and, in
vertebrates, secretes melatonin, in the absence of light. This hormone seems to interfere in
the adaptation of reproductive functions to light conditions, especially in animals that
reproduce seasonally, such as horses, allowing birth in times of warmer weather and
favorable to the availability of food. Therefore, the objective of this study was to evaluate
and describe the ultrastructural components of the PG of 24 mares, distributed in two
phases: breeding season and physiological anestrus, each one with 2 groups (3-8 and 15-
20 years of age). The PG was removed after the animals were slaughtered, and processed
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in stages of fixation, histological sections and staining. The analysis of the processed
material was performed using light and transmission microscopy, and the data were
subjected to statistical analysis. The PG was found in the midsagittal plane, dorsocaudal to
the interthalamic adhesion and ventrally to the splenium of the corpus callosum, presenting
ovoid or piriform shape. It was surrounded by a connective tissue capsule, from which septa
depart from and, accompanied by blood vessels, divide the parenchyma into lobules. The
main glandular components were pinealocytes and astrocytes. Calcareous concretions were
evidenced in the nucleus and cytoplasm of pinealocytes, as well as in the extracellular space
of all PGs, regardless of age and/or reproductive stage. On the other hand, mares in
physiological anestrus had a higher number of pinealocytes.

Keywords: Anatomy, epithalamus, horses, microscopy, reproduction

Introducéo

A equideocultura integra setores produtivos e de lazer, constituindo-se em um segmento que gera,
anual e mundialmente, mais de US$ 7 bilhdes. O Brasil, por sua vez, possui 0 4° maior rebanho equino
do mundo e envolve um nimero crescente de pessoas trabalhando com esta espécie (Cintra, 2011). O
cavalo é um animal com ciclos reprodutivos sazonais, 0s quais sdo controlados pela glandula pineal
(GP), 6rgao neuroenddcrino que regula a concentragdo de alguns horménios (Ebada, 2012). Tais efeitos
decorrem das variacdes de luminosidade que sdo captadas pela retina, conduzidas até a GP e la
desencadearem sinais hormonais capazes de estimular ou inibir a atividade sexual (Takemura et al.,
2006). Diante disso, a GP tem sido objeto de pesquisas que visam melhorar a eficiéncia reprodutiva da
espécie equina, haja vista a vasta e complexa interrelagdo entre este 6rgdo e a reproducdo de equinos
(Bolat et al., 2018). Desse modo, estudos sobre a ultraestrutura da GP podem subsidiar decisdes que
promovam a maximizag&o deste processo.

Visando desenvolver subsidios técnicos a compreensao do papel da GP na reproducdo da espécie
equina, os objetivos deste trabalho foram identificar e descrever os componentes ultraestruturais da GP
de éguas.

Material e métodos

Animais e delineamento experimental

Vinte e quatro éguas de trés a 20 anos, provenientes de matadouro, foram selecionadas por exame
ginecoldgico segundo a metodologia descrita por Walter et al. (2012) e pela idade, mensurada pelo
desgaste da face oclusal dos dentes incisivos inferiores (Pollaris et al., 2018).

Os animais foram distribuidos em dois grupos de acordo com a fase reprodutiva: correspondente a
estacdo de monta (EM) e anestro fisiologico (AF). Cada grupo era composto por dois subgrupos
contendo seis individuos: jovens (J - de trés a oito anos) e idosos (I - de 15 a 20 anos). As analises foram
realizadas por meio de delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial com dois fatores
(fase reprodutiva e idade) e cada um com dois niveis: EM e AF, e J e I. Na sequéncia, procedeu-se a
coleta e analise histolégica da GP de cada animal.

Processamento das glandulas pineais

Para coleta e andlise histologica da GP apds o abate, retirou-se a cabeca dos animais e aquela foi
isolada em bloco de tecido encefalico de aproximadamente 1,0 cm3. Posteriormente, a GP foi seccionada
em planos ortogonais em relacdo ao eixo maior, obtendo-se quatro quadrantes de cada uma delas.
Adotou-se esquema de rodizio para imersdo das amostras durante 2-3 horas em solugéo de glutaraldeido
a 2,0 % e em tampéo fosfato de sodio (0,1 M e pH 7,3), de modo que ao final da coleta em cada fase
reprodutiva houvesse duas repeticbes para cada quadrante. Realizou-se imersdo das amostras em
tetroxido de 6smio a 1,0 % e em tampao fosfato, por duas horas para cada solucdo. Posteriormente essas
foram lavadas por trés vezes em solucao fisiolégica com sacarose (pH 7,4) e mantidas, por 12 horas, em
solucdo aquosa de uranila a 0,5 %. Na sequéncia foram desidratadas em série crescente de alcoois (de
50° C ao absoluto), imersas em solucao de acetona e resina (na proporg¢éo de 1:1) e colocadas em girador
por quatro horas. Em seguida, efetuou-se inclusdao das amostras de tecido em resina pura (Araldite). Os
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cortes semifinos foram corados com azul de metileno e azur Il e os ultrafinos contra corados com acetato
de uranila saturada e citrato de chumbo. A analise dos cortes histoldgicos foi realizada em microscépio
de transmissdo JEOL JEM-1010°.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se estatistica descritiva; a normalidade, avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk, e as comparagdes entre grupos pelo teste T para amostras independentes. A significancia
estatistica, por sua vez, foi de 0,05 %.

Resultados

A anélise da localizacdo e do formato da GP em todos os equinos estudados demonstrou resultados
uniformes. Independentemente da idade e/ou fase reprodutiva, a GP apresentou localizagdo dorsocaudal
a aderéncia intertalamica e contorno piriforme, conforme pode-se observar na figura 1.

Figura 1. Glandula pineal (P) de égua jovem em anestro fisioldgico. Conformacéo
piriforme e localizagdo dorsocaudal a aderéncia intertalamica (A).
Esplénio do corpo caloso (E) localizado dorsalmente a glandula

O estroma da glandula era formado por tecido conjuntivo denso, com distribui¢do a partir da
superficie e em direcdo ao interior do 6rgdo, formando septos que permeiam o parénquima e dividem a
GP em I6bulos (Figuras 2 e 3). Detectou-se, nos animais em anestro fisiol6gico, menor quantidade de
tecido conjuntivo provavelmente devido ao fato de apresentarem maior concentragdo de pinealdcitos
(Tabela 1), embora o tamanho destas células ndo sofra influéncia da sazonalidade (Tabela 2). Além
disso, verificou-se maior concentracao de pineal6citos escuros nos animais avaliados durante o anestro
fisiologico (Figura 4 e 5).

Tabela 1. Médias do nimero de pinealécitos em 2,48 mm? de tecido glandular, de éguas jovens e idosas, em atividade
reprodutiva e em anestro fisiologico

Animal Atividade reprodutiva Anestro fisiolégico

Jovens Idosas Jovens ldosas
1 3105 2864 5934 5050
2 1949 3077 5554 4925
3 3063 2851 5729 4964
4 2830 3486 6194 5594
Meédia/idade 2737 £539 3070 + 296 5853 + 275 5133 +312
Média/fase 2904 + 235 a* 5493 + 509 b*

*Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas.

Evidenciaram-se concrecdes calcéarias abundantes na GP dos animais avaliados, inclusive em
individuos jovens (Figuras 6A e 6C, 7 e 8), em ambas as fases reprodutivas (6 - 10). Tais estruturas
foram observadas por toda a glandula, tanto no espaco extracelular do cértex imediatamente abaixo da
capsula (Figura 9), quanto nos espacos intracelulares dos pinealdcitos (Figuras 7 e 8A), com diferentes
tamanhos, distribuicdes e formas (circular, oval ou irregular - Figuras 6 - 10).
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Figura 2. Micrografias de glandula pineal (GP) de éguas jovens (A, D, E e H) e idosas (B, C, F e G), em atividade
reprodutiva. A: delgada capsula de tecido conjuntivo (seta), apresentando vaso (V) e envolvendo o
parénquima da GP (*). B: o mesmo aspecto da figura anterior, em animais idosos. Comparar a
espessura da capsula (V: vaso). C: septos conjuntivos densos (setas) penetrando no parénquima da GP.
Notar os pinealdcitos aglomerados em um compartimento delimitado pelo tecido conjuntivo (cabegas
de setas). D: delgadas fibras de tecido conjuntivo (setas), no parénquima da GP, entremeadas aos
pinealdcitos esparsamente distribuidos. E: amplo espaco vascular (V) localizado no interior do
parénquima da GP, delimitado por delgada parede endotelial (setas). F: em maior aumento, espagos
vasculares (V); notar o tecido conjuntivo relativamente espesso (setas) ao redor do endotélio destes. G:
pinealdcitos densamente agrupados e fibras de tecido conjuntivo mais espessas (cabegas de setas). Em
determinadas regides, verdadeiros septos de tecido conjuntivo (setas) estdo presentes no parénquima
da GP. H: parénquima da GP ampliado, evidenciando a presenca de delgadas fibras de tecido
conjuntivo (setas), bem como distribuicdo esparsa de pinealécitos (Hematoxilina e Eosina; A-E e G:
aumento de 40x; F e H: 100x).
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Figura 3. Micrografias de glandula pineal (GP) de éguas jovens (A, C e E) e idosas (B, D e F), em anestro
fisiolégico. A: pinealdcitos densamente arranjados em semi-l6bulo da GP (*). B: tecido conjuntivo
espesso no interior da GP, em grande parte ndo organizado (setas), formando “ilhas” de pinealdcitos
(*). C: em maior aumento verifica-se a presenca de tecido conjuntivo (*), entremeado aos pinealécitos.
D: grande quantidade de tecido conjuntivo (*) interposto aos pinealécitos. Observar, nas pequenas
“ilhas” de pinealocitos, algumas dessas células fortemente coradas e com contorno alterado (setas). E:
amplo espaco vascular (V) no interior da GP, com paredes bem definidas (setas). F: diversos espacos
vasculares no interior da GP (V), com parede bastante delgada (setas - H.E.; A, B e F: 40x; C, D e E: 100x).

Tabela 2. Médias (um?) da area de pinealdcitos de éguas jovens e idosas, em atividade reprodutiva e em anestro fisioldgico

. Atividade reprodutiva Anestro fisiolégico

Animal
Jovens Idosas Jovens Idosas

1 4,45 3,23 3,48 3,32
2 3,68 3,37 2,71 3,35
3 341 3,63 3,09 3,55
4 3,61 3,36 3,55 3,14
Média/idade 3,79+ 1,69 3,40 +1,87 3,21+0,85 3,34 +0,83
Média/fase 3,60 £0,28 3,28 £ 0,09
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Embora presentes em todos 0s animais, 0s granulos calcareos variaram em aspecto e conformagéo
de acordo com a idade dos animais. Nos jovens, estas estruturas apresentaram-se predominantemente
sob a forma de anéis completos e de aspecto granular (Figuras 6A e C, e 8), semelhantes a amoras
(Figura 8E). J& nos idosos, mostraram-se intensamente condensadas (Figuras 6B e D, e 9) e de formato
ovoide (Figura 9). Na Figura 8B podem ser observados varios agrupamentos com diferentes

concentragdes de granulos de formacdo calcaria, caracterizando, possivelmente, as etapas de formacao
das CC. Pode-se verificar, ainda, uma destas estruturas com envoltdrio integro (Figura 8E), e outra com
capsula em processo de desestruturagdo (Figura 8D).

Figura 4 e 5. Micrografia de glandula pineal (GP) de égua idosa, em atividade reprodutiva, evidenciando-se pinealécitos claros
(setas espessas) e escuros (setas finas - H.E.; 400x)

VA LR B e ;
Figura 5. Eletromicrografias de glandula pineal (GP) de Figura 6. Eletromicrografia de glandula pineal (GP) de égua
éguas jovens (imagens A e C) e idosas jovem em anestro fisiolégico. Aspecto geral de um
(imagens B e D) em atividade reprodutiva. pinealécito, destacando-se, no citoplasma, presenca
Concrecdes calcarias de aspecto granulado em de concrecdes calcarias (setas brancas). Aumento de

animais de 3 a 8 anos, e condensado em 10.725x

individuos de 15 a 20 anos de idade. Aumentos de
23.100x (A), 66.000x (B) e 110.55x (C e D).
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Figura 7. Eletromicrografias de glandula pineal (GP) de éguas jovens em anestro fisioldgico. A:
pinealdcito com concregBes calcérias (setas brancas) de diferentes formas e tamanhos no
citoplasma. B: provavel sequéncia de formagdo de concrecfes (1 - espaco delimitado por
membrana, com conteldo escasso; 2 - preenchimento parcial do espago, por estrutura
eletrondensa; 3 - abundancia de material eletrondenso granular no espago; 4 - material
eletrondenso homogéneo, caracterizando concregdo calcéria tipica). C: concrecdes granulares,
de diferentes formas e tamanhos. D e E: dois tipos de concre¢des granulares, com envoltério em
processo de degeneragdo (imagem D/seta preta), e envoltorio integro (imagem E/seta preta)
circundando completamente a concre¢do. Aumentos de 17.160x (A), 42.900x (B), 35.750x (C),
107.250x (D) e 143.000x (E)

6.
B - y 75‘0’
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Figura 9. Eletromicrografias de glandula pineal (GP) de éguas

. e X ¥ s
Figura 8. Eletromicrografia de glandula pineal (GP)

de égua idosa em anestro fisioldgico. idosas em anestro fisiolégico. A: concregles
Grande quantidade de concregdes calcarias extracitoplasmaticas, em contato com fibras nervosas (*),
(setas brancas) eletrondensas extracelulares, no interior da glandula. B: penetracdo de uma concregdo
de diferentes tamanhos, na periferia da (setas brancas) em feixe nervoso. Aumentos de 57.200x
glandula. Aumento de 21.450x. (A) e 143.000x (B)

Discusséo

Animais em anestro fisiologico apresentaram maior quantidade de pinealdcitos (P < 0.05, Tabela 1),
principalmente, aqueles de aspecto escuro. Tal observacdo justifica-se por questbes/aspectos
fisiologicos, uma vez que nesta fase reprodutiva a atividade da GP em equinos € mais intensa,
objetivando manter elevadas as concentracdes séricas de melatonina, as quais, por sua vez, impedem a
ciclicidade desses animais (Bolat et al., 2018; Cozzi, 1986; Kumar et al., 2007). Por esta razéo,
pressupdem-se que as células escuras sdo mais ativas que as claras, dado o aumento quantitativo das
primeiras durante o periodo de anestro fisioldgico. Embora tenham sido identificados pinealdcitos de

PUBVET v.16, n.09, a1210, p.1-9, Set., 2022



Resende et al. 8

ambas as coloracdes, nao foi possivel afirmar que nas GPs estudadas haja uma ou mais populagdes
dessas células.

E sabido que CCs estdo presentes em glandulas pineais de varias espécies (Reiter, 1973). Entretanto,
a visualizacdo destas estruturas parece depender da utilizagéo de fixadores que ndo dissolvam corpos
arenaceos, uma vez que em trabalhos descritivos (Cozzi, 1986; Humbert & Pévet, 1995; Kumar et al.,
2007) sobre a GP de equinos, com diferente técnica de preparacao histologica, tais acimulos ndo foram
observados.

No presente trabalho, as CCs foram mais abundantes em animais idosos, embora ndo tenha sido
encontrada relacdo entre a quantidade destas e a fase reprodutiva das éguas. As CCs foram observadas
em toda a extensdo da GP, bem como nos espacos intra e extracelulares de pinealdcitos, sob diferentes
tamanhos e formatos (circular, oval ou irregular). Para Humbert & Pévet (1995), tais particularidades
morfol6gicas podem ser atribuidas, respectivamente, as seguintes caracterizacdes: concrecfes calcareas
do tipo I (granular) e de tipo Il (condensado). Em ratos, Humbert & Pévet (1991) descreveram estrutura
similar aquela verificada na Figura 8B. Nesta, ha varios grupamentos com diferentes concentragdes de
granulos de formagdo calcéria, representando, possivelmente, diferentes etapas de formacao das CCs.
Sup0e-se que, inicialmente, haja formacdo de espaco delimitado por membrana, com conteudo escasso.
Em seguida, ocorre preenchimento parcial e gradativo desse por estrutura de aspecto eletro denso.
Posteriormente, o referido espaco torna-se quase que totalmente repleto de material granular e,
finalmente, hd homogeneizacéo do conteldo, caracterizando concrecao calcéria tipica.

Com base nos resultados do presente trabalho, é defendida a hip6tese de extravasamento de CCs para
0 meio extracelular em decorréncia de processos degenerativos causados pela idade. Ao se observar as
figuras 9 e 10A e B, verificam-se rupturas ha membrana nuclear de pinealdcitos, assim como nucleos
integros ou em degeneracdo. Além disso, na Figura 8 sdo identificadas CCs com envoltério preservado
(E) ou rompido (D), bem como constatada presenca destes acumulos no citoplasma de um pinealdcito.
Quando no espago extracelular, as CCs podem ser encontradas na periferia da GP (Figura 9), ou em
contato com fibras nervosas (Figura 10A). Sendo assim, propde-se que essas sejam formadas no interior
do nucleo e/ou citoplasma celular, migrando, posteriormente, para o espaco extracelular.

Alguns autores como, por exemplo, Samuelson (2011) afirmaram que a presenga de CCs decorre de
processos degenerativos da glandula pineal. Entretanto, Bargmann (1943) propds uma associagdo entre
dois fatores (idade e eventos degenerativos da GP) como desencadeadores da formacdo de tais
estruturas.

De acordo com os achados encontrados neste trabalho, os autores também defendem a existéncia de
uma sequéncia de causas: a idade desencadearia 0s processos degenerativos, e, estes, as CCs. Segundo
Reiter (1973), as concre¢Bes parecem ndo interferir no funcionamento da GP, observagdo esta
igualmente defendida pelos autores deste estudo, tendo em vista a presenca de tais estruturas nas
distintas fases reprodutivas e idades avaliadas.

As informagdes encontradas na literatura e os resultados do presente trabalho suscitam reflexdes
sobre a formacgdo e a funcdo de constituintes da estrutura histolégica da GP. Primeiramente, ha
possibilidade de investigacao sobre a origem, desenvolvimento e papéis desempenhados pelas diferentes
conformag0es de pinealdcitos, aqui identificadas como células claras e escuras. N&o obstante, também
ha campo para analise sobre a formacéo e a funcéo das CCs no contexto fisioldgico da glandula, as quais
devem ser consideradas ndo somente como simples depdsitos minerais, mas como estruturas
organizadas e com importancia funcional. Assim, futuras investigagdes no que diz respeito as origens e
as causas de ocorréncia, bem como aos padrdes de organizacao e funcdo das CCs, apresentam-se como
novas possibilidades de investigacdes cientificas sobre o tema.

Nas éguas em anestro fisiologico verificou-se maior concentracdo de pinealdcitos, principalmente,
aquelas de coloracdo. Entretanto, nem a idade nem a fase reprodutiva influenciaram o tamanho destas
células, sugerindo a existéncia de um processo de transformacao de células claras em escuras, e/ou a
partir da formacdo de novas células. ConcrecBes calcérias foram encontradas em todos os animais
utilizados, independentemente da idade e/ou da fase reprodutiva, embora tenham apresentado tamanho,
formato e aspecto diferentes de acordo com as duas varidveis avaliadas. Tais estruturas estavam
presentes no nudcleo, no citoplasma e no espaco extracelular, e aparentemente ndo interferiram nos
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parametros reprodutivos dos animais, sugerindo ndo haver correlagdo entre a presenca das CCs e a
eficiéncia reprodutiva de equinos. As informacbes da literatura e o delineamento deste estudo ndo
permitiram conclusdo definitiva sobre o processo de formacao e possiveis correlacdes fisioldgicas das
CCs, as quais devem ser interpretadas ndo apenas como depdsitos de minerais, mas como estruturas
organizadas e funcionais. Diante do exposto, a analise descritiva apresentada neste trabalho fornece
subsidios para futuras pesquisas que busquem elucidar a fisiologia e a fun¢do tanto dos constituintes
abordados guanto da propria glandula pineal de equinos.
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