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RESUMO

O conhecimento das particularidades reprodutivas das fémeas caninas permite um melhor
acompanhamento do ciclo estral, assim como favorece a implantacdo de técnicas de reproducdo
assistida, além de contribuir com o conhecimento dos aspectos reprodutivos de canideos
selvagens ameacados de extingdo. Os objetivos da pesquisa foram a obtencdo das medidas
ovarianas de 21 cadelas em sua maioria SRD (sem raca definida), sujeitas a OSH (ovario-
salpingo- histerectomia) e o estudo de fatores que interferem na recuperacdo de CCOs
(complexos Cumulus oophorus), relacionados ao animal (peso e idade) e ao ovario (biometria
ovariana). A morfometria ovariana foi determinada com paquimetro, e os CCOs foram
recuperados por fatiamento ovariano, e classificados em graus (G) 1, 2, 3 e expandido. As
médias das variaveis para cada ovario foram comparadas pelo teste de t de Student (P < 0,05).
Osresultados foram correlacionados entre si pelo teste de Correlagcdo de Pearson (P <0,05). Os
ovarios direito (OD) e esquerdo (OE) apresentaram resultados semelhantes de morfometria e
obtencdo de CCOs. A recuperagdo de CCOs G1 se mostrou superior as demais categorias em
ambos ovarios. O comprimento do ovario apresentou correlacdo positiva significativa com a
recuperacdo de CCOs G1 (r = 0,51) e CCOs G3 (r = 0,47). As quantidades de diferentes
categorias de CCOs foram associadas, pois CCOsG1 contribuiram com a recuperacdo de CCOs
G2 (r =0,58), G3 (r =0,73) e expandido (r=0,79). Conclui-se que os OD e OE sdo simétricos.
O PC (peso corporal) assim como a IDE (idade) ndo influenciam na recuperagdo de CCOs, estes
sdo influenciados pela morfometria ovariana.

Palavras-chave: Biometria. Ciclo Estral. Foliculos. Ovérios. Ovdcito.



ABSTRACT

Knowledge of the reproductive peculiarities of canine females allows for better monitoring of
their estrous cycle, the implementation of techniques of assisted reproduction, and the
contribution to the knowledge of the reproductive aspects of endangered wild canids. The
objectives of the research were to obtain the ovarian measurements of 21 canine females
mostly no breed defined, submitted to OH (ovary-hysterectomy) and to study the factors that
interfere in the recovery of COC’s (Cumulus-oocyte complexes) related to animal weight, age,
and ovarian biometrics. The ovarian morphometry was determined using a caliper, and the
COC’s were retrieved by ovarian slicing and classified as 1, 2, 3 and expanded grades (G). The
means of the variables for each ovary were compared by Student's t-tests (P <0.05). The results
were correlated to each other by the Pearson Correlation test (P <0.05). The right (RO) and left
(LO) ovaries presented similar morphometry results and COC’s. The recovery of G1 COC’s
was greater than the other categories in both ovaries. The ovarian length showed a significant
positive correlation with the recovery of G1 COC’s (r = 0.51) and G3 COC’s (r = 0.47). It has
been shown that the recovery of COC’s is associated since G1 COC’s contributes with the
recovery of G2 COC’s (r = 0.58), G3 COC’s (r = 0.73), and expanded COC’s (r = 0.79). In
conclusion the right and left ovaries are symmetrical and the PC (body weight) and the IDE
(age) do not influence the recovery of COC’s, these are influenced by ovarian morphometry.

Keywords: Biometry. Estral Cycle. Follicles. Ovaries. Oocyte.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a populagdo de pets é de 132,4 milhdes de animais, demonstrando o
relevante potencial do setor na economia nacional. Desses, 52,2 milhGes s&o caes, 22,1 milhdes
sdo gatos, 18 milhdes peixes, 37,9 mihGes aves, e 2,2 milhdes sdo representados pelos demais
animais de estimacdo. Em 2016, o mercado pet nacional chegou a representar 0,37% do Produto
Interno Bruto (PIB) nacional, sobressaindo-se no que se refere aos produtos elétricos e
eletrdnicos, e de automacdo industrial (PET BRASIL, 2016).

No ano de 2016, o faturamento do setor foi de R$ 18,9 bilhfes, evidenciando um
crescimento de 4,9% sobre o ano anterior, garantindo ao pais, o terceiro lugar no mercado
mundial, atrds apenas do Estados Unidos e Reino Unido. Até setembro de 2016, almejava-se
um crescimento de 5,7%, porém com os efeitos da inflacdo e da crise econbmica, ocorreu uma
queda no setor estimada em mais de R$ 150 milhdes no faturamento (PET BRASIL, 2016).

A receita do mercado pet, é composta por 67,5% de produtos de pet food, 16,7% ¢é
composta por pet serv, 8,1% é constituida por produtos pet care como, produtos higiénicos,
acessorios e de beleza animal, e por fim 7,8% do mercado se refere a produtos pet vet, tais como
medicamentos veterinarios (ABINPET, 2016).

Conforme pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), 62% dos domicilios brasileiros tem algum animal de estimacdo, sendo o céo
responsavel por 44,3% deste percentual. Em média, nas casas dos brasileiros que possuem
animais de companhia ha 1,8 cachorros por domicilio (IBGE, 2015).

A relacdo entre os humanos e os animais vem se intensificando progressivamente.
Contudo, afalta de conscientizagdo das pessoas sobre guarda responsavel, aliada muitas vezes
a caréncia de programas governamentais e sociais destinados ao controle populacional de
animais, ocasiona a reproducdo desses de forma descontrolada e excessiva, gerando assim,
animais ndo domiciliados ou errantes. Como consequéncia, ha a possibilidade de transmissdo
de zoonoses, além de que em algumas situacdes, osanimais sdo criados em condicGes precérias,
com privagdo de alimento, abrigo e maus tratos, interferindo desta maneira diretamente no seu
bem-estar (LIMA; PARDINI; LUNA, 2010).

A fim de controlar a populacdo de animais, faz-se necessario o controle reprodutivo
dos mesmos por meio da esterilizacdo cirdrgica empregando-se a técnica de ovario-salpingo-
histerectomia (OSH) nas fémeas. Quando realizada em animais saudaveis ndo apresenta risco,
além de ser considerada como uma técnica com baixa incidéncia de morbidade e mortalidade
(MACKAY, 1993). Sobretudo o método de OSH ajuda na reducdo da susceptibilidade as
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enfermidades, tais como neoplasias mamarias e demais doencas reprodutivas (CONCANNON,;
MEYERS-WALLEN, 1991).

Geralmente a castracdo cirurgica € recomendada entre cinco a sete meses de idade
(IDE). Nesta faixa etaria os animais ndo adquiriram ainda comportamentos indesejaveis, tais
como comportamento de ansiedade ou de fuga, além de que quando realizada a castracdo antes
do primeiro cio, evita o aparecimento de tumores mamarios malignos (FOSSUM, 2008).

O expressivo crescimento na procura por animais de estimacdo, e o claro
fortalecimento da relacdo existente entre 0 homem e seu animal, contribuem para a criagdo
lucrativa de animais de companhia. Desta forma, a pesquisa cientifica aprimorou as
biotecnologias da reproducdo, como técnicas de maturacdo in vitro (MIV), inseminacao
artificial (IA) e congelamento de sémen (BINSFELD et al., 2014).

A fisiologia da reproducdo dos canideos apresenta algumas particularidades, como: a
duracdo do periodo fértil, da ovulacdo, a maturacdo e a fecundacdo dos ovocitos (OLIVEIRA,;
MARQUES JUNIOR; NEVES, 2003; LUZ; FREITAS; PEREIRA, 2005).

Nas fémeas caninas o inicio da puberdade ocorre entre dois a trés meses apds o animal
atingir o peso adulto, o que coincide com o periodo de vida entre seis a doze meses, variando
conforme a raca. As cadelas sdo consideradas monoéstricas, pois apresentam um episddio de
estro em sua estacéo reprodutiva (REECE, 2008).

Segundo Cruz (2011), durante o periodo do ciclo estral (CE) ocorrem alteragdes no
endométrio uterino de ordens morfologicas e biogquimicas, que estdo relacionadas a
proliferacdo, apoptose e diferenciacdo celular.

As alteraces citologicas vaginais das cadelas sdo mais nitidas se comparadas aos
demais animais domésticos, e se referem a cada estagio do ciclo estral. Dentre as alteracfes
observadas destacam-se: 0 espessamento do epitélio vaginal, como consequéncia ha perda de
leucdcitos, queratinizagdo das células epiteliais vaginais (REECE, 2008), e diapedese dos
eritrocitos que extravasam dos capilares sanguineos daregido uterina e vaginal, causando como
consequéncia sangramento vaginal.

O CE canino compreende quatro fases com eventos notaveis, denominadas: proestro,
estro, metaestro/diestro e anestro (ANDERSEN, 1970).

A fase de proestro pode ou ndo estar associada a descarga vaginal hemorragica, o que
é causada pela diapedese eritrocitaria por meio do endométrio, e ruptura dos capilares
subepiteliais. Neste periodo que dura em média nove dias, variando de trés a 21 dias, devido ao
aumento nos niveis de estrogeno (E2) a fémea canina apresenta a wulva edemaciada e

hipertrofica, a cérvix fica desenvolvida, o endométrio uterino torna-se espessado, e ocorre
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aumento na atividade glandular e crescimento dos ductos e tlbulos da glandula mamaria
(FELDMAN; NELSON, 1996). Diferentemente do que ocorre com outras espécies de
mamiferos domeésticos, nas cadelas assim como em canideos selvagens, ocorre a luteinizacdo
pré-owvulatoria dos foliculos ovarianos, e com isso ocorre aumento na concentracdo plasmatica
de progesterona (P4) (CONCANNON; HANSEL; VISEK, 1975).

A owulagdo ocorre aproximadamente dois dias ap6s o pico de horménio luteinizante
(LH), logo no inicio do estro, os ovdcitos sdo liberados mesmo estando ainda imaturos, pois
encontram-se em profase I, embora nas outras espécies 0s ovocitos se encontram na fase de
metafase I no momento da owvulagdo. Portanto nas cadelas, os ovicitos vao ser maturados fora
do ambiente folicular, na tuba uterina, onde havera a fertilizacdo e a evolugdo do dwulo até o
estagio de blastocisto (LUVONI et al., 2005). A fase de estro € caracterizada pela receptividade
da fémea ao macho.

Apos a owulacdo ocorre a formacdo do corpo Iiteo (CL), que é responsavel pela
secrecdo de P4 (HAFEZ; HAFEZ, 2004). No estagio de diestro, ha secrecdo de valores maximos
de P4, que diminuem logo em seguida (CONCANNON, 1986). Nas fémeas que foram
fertilizadas, os CLs sdo mantidos por aproximadamente dois meses, periodo da gestacdo, € a
diminuicdo dos niveis de P4 ocorre devido a influéncia da Prostaglandina F2 alfa (PGF2.),
responsavel pela lutedlise (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Todavia, nas fémeas ndo gestantes, a
diminuicdo na concentracdo de P4 se deve a apoptose das células luteinicas (OLIVEIRA;
MARQUES JUNIOR, 2006). Nas fémeas gestantes o periodo de diestro é de 56 a 68 dias,
enquanto que nas ndo prenhes varia de 60 a 100 dias (CONCANNON; MCCANN; TEMPLE,
1989).

O periodo de anestro é compreendido pela transicdo dos ciclos estrais, apresentando
como caracteristica o baixo nivel de P4, podendo variar de um a seis meses (MIALOT, 1988).

Os ovarios das fémeas caninas sdo pequenos, de forma alongada, oval e achatada.
Apresentam geralmente comprimento médio de 2 cm. Ambos ovarios, direito e esquerdo, sdo
envolvidos por uma bolsa peritoneal, denominada de bolsa ovariana, que apresenta uma
abertura semelhante a uma fenda. As camadas que dao origem a esta bolsa sdo de musculo liso
e gordura, de maneira que continuam até o corno uterino, dando forma ao mesossalpinge € 0
ligamento préprio do Utero (ELLENPORT, 1986).

No cOrtex ovariano estdo contidos os foliculos em varios estagios de desenvolvimento,
CLs, células intersticiais e demais elementos no parénquima ovariano (PRIEDKALNS, 1982;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
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O foliculo ovariano é a unidade funcional da gonada das fémeas (ARIYARATNA;
GUNAWARDANA, 1997). E uma estrutura altamente organizada, e constituida
essencialmente pelo ovicito envolvido por células foliculares, limitando-se poruma membrana
basal que o separa do estroma ovariano (LANDIM-ALVARENGA, 2006). Conforme o
foliculo ovariano cresce, o0 antro (espaco intrafolicular) € tomado por liquido. Neste momento,
as células foliculares se dividem em dois subtipos: células do complexo Cumulus oophorus
(CCOs) que sdo intima e metabolicamente ligadas ao ovdcito, e células murais que formam a
parede do foliculo (GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG, 2004).

As células do CCOs contém projecGes celulares que atravessam a zona pellcida,
formando pequenas jungdes com o citoplasma do ovécito, do tipo gap junctions, jungdes essas
que permitem a transferéncia direta de moléculas de baixo peso molecular para o ovocito, tais
como: metabdlitos da glicose, nucleotideos, ions e aminodcidos fundamentais para o seu
crescimento e desenvolvimento adequado (EPPIG, 1991; GANDOLFI et al., 2005).

O entendimento das particularidades reprodutivas das cadelas possibilita um melhor
acompanhamento do seu ciclo estral, além de auxiliar a implantacdo de técnicas de reproducdo
assistida (PAULA, 2008).

Técnicas de reproducdo assistida permitem o aproveitamento de ovécitos de fémeas
caninas que apresentam alta genética e de fémeas que possuem alguma doenca reprodutiva
(HISHINUMA et al., 2004). Sobretudo, deve-se considerar que a cadela € utilizada como
modelo de estudo para a reproducéo e conservacdo de material genético de canideos selvagens
ameacgados de exting&o.

Frente ao exposto, objetivou-se a obtencdo da biometria ovariana e o estudo de fatores
que interferem na recuperacdo de CCOs em cadelas submetidas a OSH, na cidade de Ponta
Grossa, PR.

2. MATERIAL E METODOS
O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa/PR, Brasil, registrado no Protocolo n° 5906/2016 desta

Comissao.

2.1. ANIMAIS
A populacdo em estudo, pertencente a cidade de Ponta Grossa/PR, era heterogénea e o

Peso Corporal (PC) e a IDE média foram conhecidos apenas no momento da aquisicdo do
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genital feminino nas clinicas veterinarias. O escore de condicdo corporal dos animais e fase do

CE em que se encontravam ndo foram determinados nesta pesquisa.

2.2. COLHEITA DOS OVARIOS E MORFOMETRIA OVARIANA

Os ovarios de 21 fémeas predominantemente sem raca definida (SRD) (exceto duas,
uma Blue Heeler e outra Basset), submetidas a OSH foram fornecidos pelas clinicas veterinarias
Augmia e Espaco Animal, ambas localizadas em Ponta Grossa/PR, no periodo compreendido
entre 09/02/2017 a 28/09/2017. Foram anotados o PC e IDE das fémeas, assim como 0 nome
de cada animal possuidor da genitélia.

Os ovérios foram conservados em sacos plasticos, com a identificacdo do animal
(nome, PC e IDE), lavados e preservados em solucdo fisiolégica (0,9% de Cloreto de Sodio)
aquecida a 36°C dentro de uma caixa de isopor isotérmica até a chegada ao laboratério de
Anatomia e Reproducdo Animal, no Bloco de Zootecnia da Universidade Estadual de Ponta
Grossa - UEPG, respeitando-se o menor intervalo de tempo possivel entre a castracdo cirlrgica
e a chegada ao laboratério.

No laboratério, os ovérios foram dissecados com uso de tesoura e pinca anatbmica
autoclavadas para a posterior realizacdo das seguintes avaliacdes: peso (g), comprimento (cm),
largura (cm) e altura (cm) do ovario. O peso do ovério foi determinado em balanca digital

(Marte®) e as medidas dos ovarios foram feitas com um paquimetro.

2.3. METODOS PARA OBTENGCAO DE CCOs

Posteriormente a realizacdo das avaliagbes morfometricas, o0s ovarios foram entdo
colocados sobre placas de Petri com solugdo fisioldgica aquecida a aproximadamente 36°C,
fatiados (slicing) e escarificados com o auxilio de lamina de bisturi e pinca anatdmica. Para a
recuperacdo e avaliagdo dos CCOs, o lavado foi examinado em estereomicroscépio (Optech
optical tecgnology germany®).

Os CCOs foram classificados em graus 1, 2, 3 e expandido, conforme o aspecto do
citoplasma do ovocito e o nimero de camadas de células do cumulus segundo a metodologia
descrita por Hewitt e England (1997), sendo:

o Grau 1: pigmentacdo escura do citoplasma do ovOcito, com uma ou mais
camadas de células do cumulus;

. Grau 2: pigmentacéo clara do citoplasma do ovocito, com camadas incompletas

de células do cumulus;
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. Grau 3: pigmentacdo palida do citoplasma do ovocito, sem formato definido e
sem células do cumulus aderidas;

. Expandido: células do cumulus expandidas.

2.4. ANALISE ESTATISTICA

O software estatistico utilizado para a estudo dos resultados obtidos foi o Minitab® 18.
Os dados de biometria ovariana e recuperacdo de CCOsforam analisados por meio de estatistica
descritiva (média, erro-padrdo e porcentagem). Os valores médios de biometria ovariana e
guantidade e qualidade dos CCOs obtidos em cada ovario foram comparados pelo Teste t de
Student. Osdados de PC, IDE, peso e medidas ovarianas, nimero de CLs, assim como ndmero
e grau dos CCOs foram correlacionados entre si pelo teste de Correlacdo de Pearson, sendo
considerada uma correlagdo muito fraca r < 0,25, fraca r > 0,25 e < 0,50, moderada r > 0,50 e
< 0,75 e forte quando r > 0,75. Em todas as andlises, os efeitos foram declarados significativos

ao nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de ovérios utilizada no experimento foi de 42, obtidos em sua maioria
de animais SRD, que resultaram em uma média de PC de 15,00 £ 1,20 kg, e IDE média de 2,72
+ 0,32 anos.

3.1. ESTUDO DA MORFOMETRIA OVARIANA

Os ovarios direito (OD) e esquerdo (OE) apresentaram resultados similares em todas
as variaveis estudadas (P > 0,05), demonstrando desta forma simetria entre os lados direito e
esquerdo.

Natabela 1 estdo descritas as médias de peso, da morfometria ovariana, do nimero de
CLs e da recuperacdo de CCOs, em ambos ovarios, das 21 cadelas submetidas a OSH.

O peso médio do OD encontrado no estudo foi de 0,70 £ 0,08 g, enquanto que do OE
foi de 0,69 = 0,08 g, ambos ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05). Os pesos
encontrados estdo proximos aos descritos por Binsfeld et al. (2014), que avaliando a
morfometria ovariana de cadelas com média de 9,38 + 0,99 kg de PC em diferentes fases do
CE, encontraram média de peso ovariano de 0,58 + 0,08 g. No estudo, o0s autores verificaram
que o peso ovariano ndo sofre influéncia das fases do ciclo que o animal se encontra, bem como
as medidas ovarianas, visto que ndo houve correlacdo significativa entre a morfometria ovariana
e as fases do CE.
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Frandson; Wilke e Fails (2011) indicaram que 0 peso do ovario canino pode variar de
3a 12 g. No entanto, os autores ndo relacionaram esses valores com a raga, a IDE e a fase do
CE das fémeas.

As medidas de comprimento e largura dos OD e OE encontradas corroboram com o0s
valores descritos por Frandson; Wilke e Fails (2011), que apontaram uma faixa de comprime nto
dos ovarios caninos de no maximo 2,5 cm e de 1,5 cm de largura.

Das 21 cadelas avaliadas, 13 apresentaram CLs nos ovarios, resultando em uma média
de 2,57+ 0,51 parao OD, e 1,71 £0,51 para o OE. Assim sendo, pode-se sugerir que a 61,90%
das fémeas encontrava-se na fase de diestro do CE, fase em que ha o estabelecimento dos CLs
que serdo responsaveis pela manutencdo da gestacdo por meio da secrecdo de Ps por
aproximadamente dois meses, periodo este compreendido pela gestacdo das cadelas que foram
fertilizadas (CONCANNON; MCCANN; TEMPLE, 1989).

Tabela 1- Valores médios e erro padrdo da média (EPM) de peso, medidas ovarianas, nimero de corpos liteos e
recuperacdo de complexos Cumulus oophorusde graus 1, 2, 3, expandido e total, nos ovarios direito
e esquerdo, de cadelas submetidas a OSH

oD OE
Variawis P
Média + EPM

PO (g) 0,70 + 0,08 0,69 +0,08 0,96
COMP (cm) 154 =0,06 160 =0,08 0,53
LARG (cm) 0,97 +0,05 0,94 +0,05 0,66
ALT (cm) 072 +007 0,66 + 0,03 0,44

N° CLs 257 £051 1,71 £051 0,24

CCOs 1 24,10 +5,73 2257 +£421 0,83

CCOs 2 500 £1,14 4,29 +0,68 0,59

CCOs 3 395 £094 4,71 £1,09 0,60
CCOs exp. 091 £0,33 1,10 £0,31 0,68
Total CCOs 3395 +7,06 32,67 +577 0,89

Significativo *P < 0,05.

PO — pesodo ovério; COMP — comprimento; LARG - largura; ALT — altura; N° CLs — namero de corpos luteos;
CCOs 1 — complexos Cumulus oophorus grau 1; CCOs 2 — complexos Cumulus oophorus grau 2; CCOs 3 —
complexos Cumulus oophorusgrau 3; CCOs exp. — complexos Cumulus oophorus expandidos.

Fonte: A autora.

Segundo Christiansen (1984) apud Benetti; Toniollo e Oliveira (2004), a fase de
diestro tem inicio ap0s a Ultima receptividade da fémea ao macho, e persiste até o endométrio

se regenerar completamente, o que dura geralmente de 80 a 155 dias. Nesta fase do CE, as
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fémeas encontram-se mais susceptiveis a desenvolver piometra, devido as desordens
hormonais, e a alta concentracdo de P4, que podem ocasionar infecgdo bacteriana e anomalias
no endométrio (GANDOTRA et al., 1994).

Ainda que os animais estudados fossem jovens, quatro deles (19,04%) apresentaram
hiperplasia cistica endometrial, sendo este, um fator de predisposicdo a piometra.

A administracdo de altos niveis de P4 como contraceptivo em fémeas caninas sadias,
durante periodo prolongado, pode ocasionar lesdes no Utero que sdo compativeis com a
piometra (GOBELLO et al, 2003), assim como aumentar a susceptibilidade uterina por
microrganismos patogénicos.

Quanto a recuperacdo total de CCOs e as médias dos diferentes graus estudados, nao
houve diferenca significativa entre OD e OE. Sendo a média do total de CCOs de s 33,95 +
7,06 no OD e 32,67 + 5,77 no OE. A similaridade dos resultados é decorrente da simetria
ovariana 0 que possibilitou que ambos 0s ovarios possuissem a mesma area tecidual para

crescimento folicular.

3.2. RECUPERACAO DE CCOs

A identificacdo da qualidade dos ovicitos considera a aparéncia do citoplasma, que
deve apresentar-se escuro e homogéneo e ascamadas das células do CCOs, que preferivelmente
devem ser multiplas (HEWITT; ENGLAND, 1997).

Assim como o tamanho dos ovécitos, a morfologia nuclear e as células do CCOs séo
parametros para sele¢do destes para técnicas de MIV (LUVONI et al., 2005). Pesquisas revelam
que apenas ovocitos com duas ou mais camadas de células do CCOsséo capacitados a continuar
seu desenvolvimento quando cultivados in vitro, enquanto que ovocitos de camada Unica
tendem a se degenerar a partir de 48 horas apos cultivo (NICKSON et al., 1993).

Conforme mostra a Tabela 2, foram recuperados no total 713 CCOs no ovario direito
(OD), enquanto que no ovario esquerdo (OE) foram recuperados 686 CCOs no total.

No OD foram recuperados 506 (70,97%) CCOs de grau 1 (CCOs G1), 105 (14,73%)
CCOsde grau 2 (CCOsG2), 83(11,64%) CCOsde grau 3 (CCOs G3), e 19 (2,66%) células do
cumulus expandidas (CCOs exp.). J& no OE, obtiveram-se 474 (69,10%) CCOs G1, 90
(13,12%) CCOs G2, 99 (14,43%) CCOs G3, e 23 (3,35%) de CCOs exp.

Bisfeld et al. (2014) obtiveram ao todo 1.642 CCOsde 55 cadelas avaliadas, resuttando
em uma média de 29,85 por animal, média esta inferior ada presente pesquisa, que foi de 66,62
CCOs/animal. A média encontrada pode ser devida ao padrdo genético heterogéneo das fémeas

que contribuiu para recuperacdo de CCOs de qualidade e em diferentes idades.
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A recuperacdo de CCOs1 se mostrou superior asdemais categorias em ambos ovarios.
Apparicio-Ferreira  (2010), analisando a recuperacdo de CCOs por método de fatiamento
(slicing) de 49 cadelas de diversas racas, com idades de 1 a 7 anos, em fases folicular, Iitea e
anestro reprodutivo, também recuperou maiores quantidades de CCOs de grau 1 (CCOs G1),
obtendo em média 47,57 CCOs por fémea.

Tabela 2 - Numero totale porcentagemdos CCOs recuperados segundo a classificagdo nos ovarios caninos direito

e esquerdo
Variawis oD OF
Ne % Ne %

CCOs 1 506 70,97 474 69,10
CCOs 2 105 14,73 0 13,12
CCOs 3 83 11,64 99 14,43

CCOs exp. 19 2,66 23 3,35

CCOs Total 713 100,00 636 100,00

Significativo *P < 0,05.

CCOs 1 — complexos Cumulus oophorus grau 1; CCOs 2 — complexos Cumulus oophorus grau 2; CCOs 3 —
complexos Cumulus oophorusgrau 3; CCOs exp. — complexos Cumulus oophorus expandido.
Fonte: A autora.

Bisfeld et al. (2014) recuperaram 955 (58,16%) CCOs G1, 430 (26,19%) CCOs G2,
62 (3,78%) CCOsG3 e 195 (11,88%) CCOs exp.

Embora a obtencdo de ovocitos por meio da aspiracéo folicular representar uma técnica
mais simples, ndo é muito usada em canideos devido a dificuldade de se observar os foliculos
do tecido ovariano (LUVONI et al. 2005); desta forma a recuperacdo de CCOs fica limitada,
sendo o método de fatiamento ovariano ao longo da extensdo dos ovarios sugerido por Nickson
et al. (1993) e Hewitt e England (1997), como o método mais eficaz, por garantir uma maior
recuperacdo dos CCOs.

A técnica por fatiamento ovariano, adotado no presente trabalho, possibilitou uma
maior exposicdo do cortex ovariano, permitindo desta maneira que os CCOs pudessem ser
recuperados com maior facilidade e em nimero razoavel. Além de ser um método rapido e

pratico.

3.3. ESTUDO DO EFEITO DO PESO E MEDIDAS OVARIANAS NA RECUPERAC;AO DE
CCOs

Na tabela 3 estdo representadas as correlagdes simples entre as caracteristicas das

fémeas caninas, tais como PC (kg) e IDE (anos), biometria ovariana e a recuperacdo de CCOs

dos 42 ovarios das 21 cadelas submetidas a OSH.
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Tabela 3 — Estudo das correlagfes entre a biometria ovariana (peso, comprimento, largura e altura) e a recuperagdo de complexos Cumulus oophorus (graus 1, 2, 3, expandido e
total) em fémeas caninas

Variawis PC (kg) IDE (anos) PO (g) COMP (cm) LARG (cm) ALT (cm) N°CLs CCOsl1l CCOs2 CCOs3 CCOsexp. CCOs Total
PC (kg) 1,00 0,45* 0,44* 0,55* 0,38 0,30 -0,23 0,30 0,02 0,23 0,12 0,12
IDE (anos) 1,00 0,38 0,47* 0,35 0,46* 0,25 -0,01 0,22 -0,01 0,24 -0,05
PO (g) 1,00 0,83* 0,93* 0,69* 0,34 0,30 0,21 0,28 -0,06 0,25
COMP (cm) 1,00 0,81* 0,50* 0,21 0,51* 0,42 047* 0,26 0,40
LARG (cm) 1,00 0,64* 0,24 0,35 0,37 0,48* 0,05 0,28
ALT (cm) 1,00 0,17 -0,08 -0,02 -0,06 0,21 0,07
N° CLs 1,00 -0,27 -0,16 -0,25 -0,43* 0,13
CCOs 1 1,00 0,58* 0,73* 0,79* 0,64*
CCOs 2 1,00 0,71* 0,73* 0,73*
CCOs 3 1,00 0,66* 0,53*
CCOs exp. 1,00 0,69*
CCOs Total 1,00

Significativo *P < 0,05.

PC — peso corporal; IDE- idade; PO — Peso do ovario; COMP —comprimento; LARG - largura; ALT —altura; N° CL — niimero de corpos liteos; CCOs 1 —complexos Cumulus
oophorusgrau 1; CCOs 2 — complexos Cumulusoophorusgrau 2; CCOs 3 — complexos Cumulusoophorusgrau 3; CCOs exp.- complexos Cumulus oophorus expandido.
Fonte: A autora.
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O PC das fémeas, assim como a IDE n&o apresentaram correlagdo significativa com
a quantidade e a qualidade de CCOs recuperados.

Em estudo realizado por Tucholski et al. (2008), tambem n&o se detectou diferenca na
recuperacdo de CCOs de fémeas em diferentes idades.

A idade mais aconselhavel para obtencdo de ovocitos para técnicas como MIV é em
torno de um a seis anos, contudo fémeas de raca pura podem dispor de um nimero menor de
ovocitos vidveis se comparadas as fémeas resultantes de diferentes racas, ou seja, mesticas ou
até mesmo SRD (SONGSASEN; WILDT, 2007). Portanto, a auséncia de padrdo racial no
experimento pode ter contribuido com a recuperacdo semelhante de CCOsem diferentes idades.

E necessario considerar que, nas condicdes do presente estudo, a maioria das fémeas
apresentava IDE fértil e atividade reprodutiva (idade minima de 5 meses e maxima de 7 anos)
e, que por se tratarem principalmente de cadelas SRD, o PC sofreu grande variagdo (peso
minimo de 3,20 kg e maximo de 25 kg), isso pode explicar aauséncia do efeito do PC e daIDE
na recuperacdo de CCOs.

As medidas de comprimento (r = 0,83), largura (r = 0,93) e altura (r = 0,69)
determinaram 0 peso ovariano, pois quanto maior o ovario maior tende a ser seu peso. Esses
achados validam com os descritos por Binsfeld et al. (2014) que também verificaram
correlacbes entre 0 peso ovariano e as demais dimensdes ovarianas (comprimento: r = 0,86;
largura: r=0,94 e altura: r=0,92; P <0,001).

Observa-se que o comprimento do ovario apresentou correlagdo positiva com a
recuperacdo de CCOsG1 (r=0,51) e CCOsG3 (r =0,47). Assim como, arecuperagdo de CCOs
G3 foi influenciada pela largura (r = 0,48).

Resultados como estes sdo compreendidos, pois ovarios maiores apresentam maior
extensdo de tecido ovariano.

O CL é composto por fibroblastos, células musculares lisas, células do sistema imune,
endoteliais e pela hiperplasia e/ou hipertrofia das células foliculares e da teca interna (SALLES;
ARAUJO, 2010).

A existéncia de CL nos ovarios limitou a recuperacdo de CCOs exp., pois estas
varidveis apresentaram correlagcdo negativa fraca (r = - 0,43). Binsfeld et al. (2014), também
ndo encontraram diferenca significativa (P < 0,05) tanto em nimero quanto em qualidade de
CCOs recuperados nas diferentes fases do CE.

Revelou-se que a recuperacdo de CCOs estdo interligas, pois CCOs G1 contribuiram
com a recuperacdo de CCOs G2 (r =0,58), G3 (r = 0,73) e exp. (r = 0,79) e consequenteme nte
com a recuperacdo total de CCOs (r = 0,64).
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4. CONCLUSOES

A morfometria ovariana mostra-se semelhante as medidas normais de ovarios de
fémeas caninas encontradas na literatura. Os ovarios direito e esquerdo apresentam
morfometrias semelhantes, portando séo simétricos. A recuperacdo de CCOs ndo é afetada pelo
PC e IDE do animal, e sim pelas medidas ovarianas (comprimento e largura), contudo deve-se
considerar que a populacdo de fémeas em estudo apresenta composi¢do genética distinta, uma

vez que se trata de animais SRD.
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