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Resumo

As alteracOes ciclicas e comportamentais na reproducdo das éguas podem
estar relacionadas, em numero consideravel, as alteracbes ovarianas.
Procedimentos comparativos com a forma padrao de colheita de material para
biopsia, quando da exérese cirirgica ou de necropsia, determinam melhor
gualidade na avaliacao dos resultados. A colheita de amostra de ovario para
biopsia com uso de agulha cortante tipo Trucut, foi experimentado em pecas
de abate escolhidas aleatoriamente no frigorifico Itapetinga, em Itapetinga -
BA. Definindo planos teciduais pela variacdo morfoldgica da disposicao celular
(celular denso, turgido e colagenizado), e realizando a comparacdao dos
resultados, em relacdo a forma padrdo de colheita, que ndo diferiram
significativamente, demonstra-se a representatividade da nova técnica. Trés
modos de avaliagao foram utilizados para comparar os planos teciduais dentro

da mesma amostra (percentagem de &rea ocupada por células, nivel



ABREU, R.G. et al. Técnica comparativa de biopsia ovariana em éguas. PUBVET, Londrina, V.
5, N. 26, Ed. 173, Art. 1165, 2011.

organizacional das células, cromatismo do nucleo celular), resultando em
diferencas significativas entre as dreas dos planos teciduais por amostra.
Conclui-se que esta € uma nova abordagem no uso de procedimentos menos
invasivos e traumaticos, quando da colheita de amostra para biopsia ovariana
em éguas, podendo futuramente associar-se as cirurgias minimamente
invasivas, como as cirurgias endoscépicas transluminais por orificios naturais
(NOTES).

Palavras-chave: Biopsia, Trucut, ovario.

Comparative technique of ovarian biopsy in mares

Abstract

The cyclic changes in reproduction and behavior of mares may be related, in
considerable numbers, ovarian changes. Comparative procedures with the
standard form of blood sampling for biopsy, when surgical excision or
necropsy, determine quality in evaluating the results. The sample collection for
ovarian biopsy using a needle sharp Trucut type, was tested in randomly
selected pieces of slaughterhouse Itapetinga in Itapetinga - BA. Defining tissue
planes by the morphology of the provision (cellular dense, turgid and
collagenized), and performing the comparison of results in relation to the
standard form of harvest, which did not differ significantly, demonstrating the
representativeness of the new technique. Three modes of assessment were
used to compare the tissue planes within the same sample (percentage of area
occupied by cells, the organizational level of cells, chromaticism of the cell
nucleus), resulting in significant differences between the areas of tissue planes
per sample. We conclude that this is a new approach to the use of less invasive
procedures and trauma, when the sample collection for ovarian biopsy in
mares and may eventually join the minimally invasive surgeries, such as for
transluminal endoscopic surgery natural orifices (NOTES).

Keywords: Biopsy, Trucut, ovary
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Introducao

Fertilidade é um termo genérico que define apenas a capacidade dos

individuos de procriar ou perpetuar a espécie. A eficiéncia reprodutiva passa a
ser a fertilidade expressa no maior nUmero de nascimentos, em menor periodo
(MARTINS et al. 2002).
Considerada uma funcdo fisiolégica elitista, a reproducado eqlina, por requerer
o adequado funcionamento dos demais sistemas e fungbes bioldgicas
(RICKETTS, 2005), pode ser prejudicada por afeccdes ovarianas, dentre elas,
podemos citar: hematomas, abscessos, torcdes de ovario e disturbios
neopldsicos (tumores de células germinativas, tumores mesenquimatosos,
tumores das células da granulosa ou da teca). Estas afecgdes podem causar
alteracdes no comportamento e no ciclo estral, relacionados ao metabolismo
hormonal envolvido. Neste contexto, o exame ginecoldgico é indispensavel
para diagnosticar as alteracbes presentes e proceder o diagndstico. O exame
consiste na avaliacdo do histérico reprodutivo da fémea, inspecao geral e
especifica, palpacao retal e ultrassonografia (GRUNERT & GREGORY, 1984;
VAN CAMP, 1992; PIMENTEL et al. 1998).

Nas éguas, as avaliacles clinicas dos ovarios, podem seguir a colheita de
amostra para histopatologia, oriundas de peca cirtrgica (PC), ou peca de
necropsia (PN). Devido a caréncia de informacdes sobre o tema e a auséncia
de estudos que confrontem técnicas de biopsia (NESPOLI et al. 2010), o
exame histopatoldgico obtido através de biopsias € essencial para o
estabelecimento de diagndsticos e progndsticos mais precisos (BUNCH et al.
1985). A escolha da agulha de biopsia Trucut se deu em fungao das dimensodes
minimas da amostra colhida pela “gaveta”, em comparagdao ao método padrdo
de colheita, que se utiliza de lamina cortante, cuja amostra tem maiores
dimensoes.

O objetivo do presente trabalho é realizar a colheita de material
ovariano, em pecas anatbmicas provenientes de abatedouro, através de

biopsia com agulha Trucut e realizar analise histolégica, para buscar uma
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relacdo com as alteragbes funcionais reprodutivas. Além disso, objetiva-se
determinar se a representatividade da amostra colhida, por este método, tem
resultados semelhantes em relacdo a amostra colhida pelo método padrao.

Materiais e métodos

Local - Os procedimentos de colheita de amostra foram realizados no

Frigorifico Itapetinga, em Itapetinga - BA. Os exames histopatoldgicos foram
realizados no Laboratério de Morfologia e Patologia Animal da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

Animais - Foram utilizados ovarios provenientes de 20 éguas SRD, idades

entre 05 - 15 anos, escolhidos aleatoriamente do lote diario da linha de abate.

Colheita do Sistema Reprodutivo - Na linha de esfola das carcagas, as visceras

retiradas seguem por esteira mecanica para a separacao de partes (miudos,
graxaria e laboratério). Neste momento ocorre a captacdo do aparelho
reprodutor feminino (vulva, vagina, cérvix, Utero, ovarios), e encaminhado a
area reservada para manuseio. As pecas anatomicamente intactas - livres de

degeneracgdes/cortes mecanicos - foram utilizadas para colheita de amostras.

Biopsia ovariana - Os ovarios numerados foram seccionados medialmente para

gue cada parte seja utilizada por uma técnica diferente de colheita, Trucut e
padrao respectivamente. Foram fotografados para arquivo aos pares, sendo
cada parte de um lado, direito e esquerdo. Foram individualmente manipulados
para a introducdo de agulha de biopsia tipo Trucut (Gallini, TZ 14/10, Italia),
semi-automatica, que direcionada além da puncdo folicular, posiciona a
“gaveta” da agulha no espaco entre o antro folicular e o parénquima central,
gue é o tecido cortical, particularidade anatomica do ovario equino. A “gaveta”
da agulha colhe um fragmento tecidual com dimensdes 18,0 x 2,0 x 1,5 mm. A

acao da agulha Trucut é demonstrada na Fig.1.
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Figura 1- Modo de acdo da agulha de biopsia Trucut: 1.Bainha e agulha com “gaveta” para o fragmento;
2.A agulha é tracionada para o ponto desejado; 3.A bainha desliza sobre a agulha para captura do
fragmento; 4.Retirar agulha, bainha e fragmento. Fonte: Michael Edwards, 2003

As amostras de biopsia foram retiradas da “gaveta” e acondicionadas em
frascos com o numero de identificagcdo do animal, contendo solucdo de formol
10% tamponado. Da mesma forma, fragmentos dos mesmos ovarios, colhidos
pelo método padrdao, também foram acondicionados e identificados para
avaliacao comparativa. No procedimento padrao, a biopsia ovariana é realizada
com bisturi convencional para obtencdao de amostras com dimensdes préximas
de 15,0 x 5,0 x 5,0 mm, neste estudo, devido a flacidez tecidual das pecas.

Os fragmentos de biopsia foram processados no Laboratério de
Morfologia e Patologia Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF).

Processamento das amostras - As amostras colhidas foram fixadas em formol

10% tamponado por 12 horas. Apds a fixacdo, as amostras passaram pelo
processamento histopatolégico de rotina para inclusdo em parafina -
desidratacao, diafanizacdo e impregnacao (HUMASON, G.L. 1972). Cortes
micrométricos foram realizados apoés, com 4,0 a 6,0 um de espessura e as fitas
colocadas em banho-maria. Apds distensdo destas, foram transferidas para
[dminas de vidro recobertas com fina camada de albumina, facilitando a
adesdo e iniciando a montagem. A técnica de coloragdo das laminas utilizou os
corantes Hematoxilina e Eosina (HE). A colocagcdao de uma gota de resina

liguida sobre o corte aderido e, cobri-lo com laminula, encerraram o
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processamento das amostras para posterior andlise através de microscopia

oOtica.

Anélise Microscdpica - As laminas foram observadas a luz da microscopia ética
(Microscépio OLYMPUS BX41, modelo U-MDOB3, Japdo), na amplificacdo de

20x. Imagens fotograficas foram obtidas por camera fotografica digital (NIKON

COOLPIX 995, Japao) acoplada, utilizando objetiva com aumento de 20x e
zoom F4.5.

Apds a analise e definicdo das estruturas presentes nas laminas, por
ambas técnicas de colheita, os planos teciduais das amostras foram
observados e analisados isoladamente. Os planos teciduais ovarianos definidos
inicialmente para avaliacao foram:

1- Celular denso (Distribuicdo celular sem polaridade, ndcleo ovéide, nao se
modela)

2- Turgido (Distribuicdao celular monodtona, nucleo rarefeito, préxima ao
foliculo)

3- Colagenizado (Distribuicao celular em feixe modelado, nucleo fusiforme)

A partir da definicao dos planos teciduais ovarianos, a primeira avaliagao
comparativa entre os métodos de colheita foi em relagcdo a percentagem (%)
de area ocupada por células em cada plano tecidual (Pixel Analyser 6.6).

A falta de material publicado sobre o tema abordado, fez com que
técnicas de avaliacdo fossem criadas para o desenvolvimento do estudo.

Partindo-se de uma avaliacao simples, que também 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:

e De0-1
e De2-3

e De 4 - 5 = Distribuicao sem polaridade, ndo se modela.

Distribuicdo em feixe modelado, nucleo fusiforme;

Distribuicdo mondtona, nlcleo rarefeito;
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Partindo-se novamente de uma avaliagdao simples, para diferenciar os
trés planos teciduais, utilizou-se uma escala de 0 - 5, em relacdo ao
cromatismo do nucleo celular, numa distribuicao que pode ser interpretada:

e DeO0-1

e De 2 - 3 = Normocromatismo;

Hipocromatismo;

e De 4 -5 = Hipercromatismo.

Os 40 ovarios coletados geraram 80 laminas histoldgicas (uma amostra
colhida com agulha Trucut e uma amostra colhida segundo o método padrao,
por ovario), e foram selecionados 09 pares de laminas correspondentes (18),
apés a classificacdo dos planos teciduais - celular denso, turgido e
colagenizado - gerando 54 imagens para avaliagdo comparativa e também

estatistica.

Formatacdo gréfica das ldminas - Tratamento de imagens - Para o tratamento

de imagens foi utilizado o aplicativo Pixel Analyser 6.6, que determinou a
tonalidade de cada pixel da imagem escolhida. O resultado gerou um arquivo
de texto (extensdo .txt), em que cada linha corresponde a tonalidade de cada
pixel, com os valores das tonalidades variando de 0 - 1. Este arquivo de saida
do Pixel Analyser 6.6 gerou, com auxilio inicial do SAEG 9.1, a analise de
freqiiéncia simples para um novo arquivo contendo as freqliéncias de pixels
por tonalidade. Por dispersdo simples, construiu-se o grafico para
determinagao do limiar a partir da curva de 4° grau (0 corresponde ao preto e
1 corresponde ao branco) - Limiar = 0,70. Obteve-se assim o percentual de

pixels pretos e brancos na imagem.

Andlise estatistica - A andlise estatistica foi feita através do aplicativo SAEG

9.1, e foram obtidos pardmetros da estatistica descritiva - média, erro-padrao,
intervalo de confianga (P=0,95) e coeficiente de variagcao (PIMENTEL GOMES,

1966) - das tonalidades dos pixels, de acordo com o plano tecidual e método
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de colheita: Percentagem de area ocupada por células; Nivel organizacional
das células; Cromatismo do nucleo celular.

Os testes Tukey e “t”, ao nivel de 5% de probabilidade, foram utilizados.
Resultados
Utilizando-se uma técnica inédita em ovarios equinos, com agulha de

biopsia Trucut, obteve-se fragmentos dos ovarios com alta representatividade

para avaliagao comparativa. A Tab.1 e Fig.2 demonstram a primeira avaliagao.

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

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

Animal Celular denso Turgido Colagenizado
Trucut Padrao Trucut Padrao Trucut 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+2,2 405+2,4 289+3,5 20616 239+3,1 185+1,5
CV (%) 15,2 18,0 36,7 23,2 39,3 24,8

IC 38,6 -48,8 34,9-46,1 20,7-37,1 16,9-24,3 16,7-31,1 15,0-22,0

X £ s(X): média = erro-padrdo; CV (%): coeficiente de variagdo; IC: intervalo de confianga (P=0,95)
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Figura 2 - Percentagem da area ocupada por células de acordo com o plano tecidual e o método de
colheita em amostras de ovarios de éguas.

Apesar dos valores das médias (X) de percentagem de area ocupada por
células ter sido maior quando se utilizou o método Trucut, nos trés planos
teciduais, os valores nao diferiram estatisticamente do método Padrdo. Tal
observacao pode ser explicada pelo mecanismo de funcionamento da agulha
de colheita Trucut, devido a rapidez da acao do disparo e compressao tecidual,
ao envolver o fragmento alojado na “gaveta”, pela bainha cortante.

Em relacao aos planos teciduais, os planos turgido e colagenizado nao
diferiram significativamente entre si (Fig.2), mostrando a necessidade de
novos parametros para o comparativo, uma vez que a percentagem de area
ocupada por células nao serve como diferencial para estes dois planos

teciduais.

A Tab.2 e Fig.3 demonstram a segunda avaliacao, e os resultados da
anadlise estatistica confirmaram (p<0,05) a diferenciacdo entre os planos

teciduais com relacdo ao nivel organizacional das células em amostras de
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tecido ovariano em éguas, e que, o método de coleta ndo influenciou

diretamente o resultado (Fig.3).

Tabela 2 - Nivel organizacional das células de acordo com o plano tecidual e
método de colheita em amostras de tecido ovariano em éguas.

Nivel organizacional das células (0 - 5)

Animal Celular denso Turgido Colagenizado
Trucut Padrdo Trucut Padrdo Trucut 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) 4,66 +0,17 4,66 +0,18 2,56 +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-padrdo; CV (%): coeficiente de variacdo; IC: intervalo de confianca (P=0,95)
Nivel organizacional: 0 - 1 = Distribuicdo em feixe modelado, nlcleo fusiforme; 2 - 3 = Distribuicdo
mondtona, nlcleo rarefeito; 4 - 5 = Distribuicdo sem polaridade, ndo se modela.

(&)
|

Nivel organizacional das células

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

Figura 3 - Nivel organizacional das células de acordo com o plano tecidual e o método de colheita em
amostras de tecido ovariano em éguas.
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A Tab.3 e Fig.4 demonstram a terceira avaliagao.

Tabela 3 - Cromatismo do nucleo celular de acordo com o plano tecidual e
método de colheita de amostras de tecido ovariano de éguas.

Cromatismo do nucleo celular(0 - 5)

Animal Celular denso Turgido Colagenizado
Trucut Padrao Trucut Padrao Trucut Padrdo
1 5 4 3 2 1 0
2 5 4 3 3 1 0
3 5 5 3 2 1 0
4 4 5 3 2 1 0
5 5 4 3 3 1 1
6 4 5 3 2 1 1
7 4 4 3 2 1 1
8 4 5 3 2 1 1
9 4 5 3 2 1 0
X £s(X) 4,44 0,18 4,56 £ 0,18 3,00+ 0,00 2,22 +0,15 1,00+ 0,00 0,56 £ 0,24
CV (%) 11,9 11,6 0 19,8 0 130,8
IC 0,41 0,41 0 0,34 0 0,56

X £ s(X): média * erro-padrdo; CV (%): coeficiente de variacdo; IC: intervalo de confianca (P=0,95),
Cromatismo nuclear: 0 - 1 = Hipocromatismo; 2 - 3 = Normocromatismo; 4 - 5 = Hipercromatismo.

5,01

Cromatismo do nucleo celular

Trucut ? |Padrdo @- Trucut ? | Padréo ? Trucut ? | padréo 2
Celular denso” Turgido B Colagenizado ©

Plano tecidual e método de colheita

Figura 4 - Cromatismo do nucleo celular de acordo com o plano tecidual e método de colheita de
amostras de tecido ovariano de éguas.
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A caracteristica de cromatismo do nlcleo celular ndo evidenciou
diferenca significativa na comparagao dos métodos de colheita, mostrando a
representatividade do método de colheita Trucut em relacao ao método padrao
(Fig.4). Entre os planos teciduais avaliados, houve diferenca significativa, uma
vez que o cromatismo do nucleo celular assume padrao diferente para cada

composicao tecidual.

Discussao

O procedimento padrao de colheita de material para biopsia é uma
técnica realizada com bisturi convencional, extensamente aceita e que mostra
poucas limitacdes na obtencdao de amostras da area prescrita (BARBOSA et al.
2005), com dimensodes proximas de 15,0 x 5,0 x 5,0 mm, e alteracao minima
na qualidade das laminas histoldgicas. Em equinos, no caso dos ovarios de
éguas, o procedimento s ocorre apds exérese do 6rgao. Nao ha na literatura
correspondente, evidéncias de publicacdo sobre a colheita de material para
biopsia dos ovarios em éguas.

A utilizagao da agulha Trucut no comparativo com o procedimento
padrao de colheita, se deu pela obtencao de uma amostra tecidual por seccao
de um hemicilindro de lesdo, permitindo a avaliacdo histolégica através desta
técnica (IRION et al. 2006).

Também é importante ressaltar o que Parker et al. (1989) dispos em
seus estudos, que um fator muito importante na biopsia por agulha cortante
vem a ser o tamanho da lesao, sendo que as de tamanho muito pequeno, ou
seja, menores que o didmetro ou do comprimento minimo da secgao cortante
da agulha ndo sdo passiveis de serem realizadas biopsias por tal método.

Os planos teciduais (celular denso, turgido e colagenizado), tiveram
inspiragao no que Dellmann & Brown (1982) demonstraram. Uma variagao
morfoldgica da disposicdo celular no ovario equino, observada nas varias
disposicdes celulares, de acordo com os estadios em que os foliculos se

encontram. Isto enfatiza a dificuldade clinica de avaliagcdo sem que se tenha
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ferramentas de acesso, para auxilio-diagnostico, além das ja conhecidas
(palpacao, ultrassonografia e dosagem hormonal).

As comparagdes sequentes que diferenciaram os planos teciduais (% de
area ocupada por células, nivel organizacional das células e cromatismo do
nucleo celular), formaram parametros representativos entre as técnicas de
colheita utilizadas. No caso do cromatismo do nucleo celular, este parametro é
verificado em fases distintas do ciclo estral (proestro, estro e inicio da
regressao), pela diferenciacdo de algumas células da teca interna, que
assumem um padrdo de cromatina mais claro e nucléolos mais evidentes,
abundantes nos foliculos maduros (DELLMANN & BROWN, 1982).

Quando a técnica de colheita de material para biopsia dos ovarios
equinos se faz necessaria, um estudo particular é exigido, pois ndo emergem
da literatura disponivel, artigos semelhantes ao proposto neste estudo.
Técnicas de biopsia em outros 6rgaos ou de outras espécies, também
demonstraram a mesma dificuldade, como as técnicas de biopsia hepatica
guiadas por ultra-sonografia ou assistidas por laparoscopia foram pouco
exploradas na espécie ovina, apesar da reconhecida precisdao e seguranca
relacionadas com o seu uso. De qualquer forma, ainda que tenham sido
obtidos resultados positivos com o uso de algumas técnicas e instrumentos
diversos, ndo existem artigos disponiveis que comparem, de forma ampla, os
efeitos das técnicas sobre os animais experimentais, nem que confrontem a
representatividade e a qualidade das amostras obtidas através das diferentes
técnicas (NESPOLI et al. 2010).

Também deve-se avaliar, o que mais cortes histolégicos seriados, em
profundidades diferentes, significariam nos resultados ja que, no preparo das
laminas, podem acontecer tecnopatias, artefatos relativos ao procedimento de
montagem ou reativos as técnicas de coloracdo utilizadas.

Vale lembrar que, a parceria com o laboratério de histopatologia é
fundamental para a conclusao desta técnica, visto que a variacdao de planos
teciduais nos ovarios das éguas, ndao obedece uma distribuicdo regular,

dependendo do momento fisiolégico das estruturas envolvidas na localizacdo
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do fragmento colhido pela agulha de biopsia Trucut, valorizando ainda mais a
precisao do histotécnico na confeccao das laminas.

A técnica de colheita de amostra ovariana com agulha Trucut, em éguas,
pode ser utilizada no futuro, associada a NOTES (cirurgia endoscépica
transluminal por orificios naturais), aprimorando as cirurgias minimamente
invasivas, com melhores resultados pds-operatdrios (cicatrizacdo, aspecto
estético e alta precoce), pelo acesso a cavidade abdominal através de orificios
naturais (boca, uretra, vagina e anus). Os primeiros relatos experimentais pela

NOTES, em animais, foram publicados por Kalloo et al. (2004).

Conclusao

A técnica de colheita de amostra de ovarios de éguas, para biopsia, por
agulha cortante, tipo Trucut, mostrou-se eficaz na representatividade em

comparacao com a técnica de biopsia padrao.
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