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Resumo

Os jumentosEquus asinussdo animais historicamente relevantes para sagéode areas inospitas
em todo o mundo, mas tem perdido espaco devido demmi@aacdo dos centros urbanos e a
mecanizacgdo agricola e transporte motorizado. Assintas ragas de jumentos ja foram extintas ou
encontram-se em rapido processo de queda popudhc®rdentre elas estd a raca Nordestina,
endémica do Brasil. Uma das estratégias de cortsarnéao uso de biotecnologias que favorecam a
reproducédo assistida, como a manipulacao de odnithsos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA)
que maximiza a disponibilidade de odcitos paraasuhiotécnicasO ponto de partida para o uso
desta e outras biotécnicas € conhecer detalhésioladia reprodutiva e dos gametas da espécie ou
raca que se deseja manipular. O objetivo destatesmacterizar e conservar por meio da vitrificaca

a populacao de foliculos ovarinos pré-antrais (&#)fémeas asininas da raca Nordestina. No
primeiro experimento, dez fémeas com idade médi e 3,2 anos e peso médio de 105,2 + 18,6
kg, constituiram o grupo de estudo. As mesmas f@w#imetidas a procedimento de ovariectomia
guiada por laparoscopia para coleta dos ovariosimAsomo nos demais equideos, 0s ovarios das
jumentas apresentam formato reniforme e suas zmrasquimatosa, incluindo a fossa ovariana,
foram extraidas. Fragmentos do ovario foram fixaclm® carnoy, desidratados com etanol em
concentracdes crescentes (70 a 99%), clarificasiasdo xilol e finalmente inclusos em blocos de
parafina histolégica. Estes blocos foram sequemeiate seccionados em micrétomo em fragdes de
7um. Uma a cada 120 fracdes foi montada em laminag&de e corada com hematoxilina-eosina e
lida em microscépio 6tico. Os FPs que apresentataieo visivel foram fotografados, mensurados
com uso de software e classificados como prim@dmimarios e secundarios. Os FPs classificados
e contados foram identificados como normais ou miegelos. A populacdo de FPs foi estimada
usando a formula: (nUmero de PF observados x nutoilode seccdes x espessura das secgdes)
dividido pelo (numero de sec¢des observadas x diémeedio do nucleo dos odécitos). A populagéo
média estimada foi de 21.135,3 + 10.646,1 FPs miarad. Destes, 91,3% foram identificados como
primordiais, 8,2% como foliculos primarios e 0,4%mo secundarios. Foliculos com mdaltiplos
oocitos foram observados em todos os animais, tédesificados como primordiais, representando
0,99% do total de foliculos. A populacdo de PHestia estava distribuida entre os ovarios direito e
esquerdo, em 54,6% e 45,4% respectivamente. A maéte dos PFs foi considerada
morfologicamente normal (90,2%) e a menor paradgenerados (9,8%). Foi identificada uma
relacdo inversamente proporcional entre a idadpapalacgéo folicular, semelhante a relacdo entre
peso e populacdo folicular. No segundo experimeatdecido ovariano de jumentas foram
submetidos a procedimento de vitrificacdo em siger§olida usando dimetil sulfoxido (DMSO) e
etileno glicol (EG), isoladamente em diferentescemtragdes (3M e 6M) e associados, como agentes
crioprotetores. Quando comparados aos tratamentss do DMSO 3M (81,7 + 37,5%), EG 3M
(83,7 £ 27,4%) e a combinacdo de DMSO 3M + EG 3M§8& 46,8%) apresentaram um grande
percentual de foliculos morfologicamente normaius® do DMSO 3M + EG 3M, apresentou o
maior percentual (62,5 + 29,1%) de foliculos vidwein relacdo aos demais tratamentos (P <0,05).
Pela técnica TUNEL, todos os tratamentos apresantdragmentacdo de DNA nas células
foliculares, exceto no caso do DMSO 3M + EG 3M. Qemavaliada a presenca de NORs, nao foi
verificada diferencas significativas entre o nUmdeoNORs no grupo controle e no tratamento
DMSO 3M + EG 3M (P < 0,05). A combinagdo DMSO 3@ 3M mostrou-se mais eficiente para
a vitrificacdo de tecido ovariano de jumentas, sgmeando-se de forma adequada para a preservagao
da morfologia e viabilidade de foliculos pré artyéem como a integridade do DNA e a capacidade
de proliferacéo celular. Este trabalho apresentédomina inédita a estimativa de foliculos pré-astra
ovarianos em jumentas da raca nordestina bem cam astratégia de criopreservacdo com
resultados positivos.

Palavras-chave:Asininos, Foliculogénese, Ovario, Odcito, Célulagydanulosa.



Abstract

LOPES, K.R.FCharacterization and cryopreservation of the popuhtion of preantral ovarian
follicles in donkeys Equus asinu$ of the Northeastern Brazilian breed.Federal Rural
University of the Semi-arid. Mossor6/RN, Brazil.120

The donkeysEquus asindsare individuals historically relevant for the apation of inhospitable
areas around the world, but they have been losmmpitance due to the modernization of urban
centers and the creation of traction and cultivetézhnologies. Due to this fact, many donkey bseed
are already extinct or passing through a rapidgssof population decrease. Among these breeds,
the Northeast donkey, an endemic breed in Bragilhighlighted. One of the strategies for
conservation is the use of biotechnologies thatit@e reproduction, such as the manipulation of
oocytes enclosed in preantral follicles (MOEPF} thaximize the availability of oocytes for vitro
fertilization. The starting point for the use ofsttand other techniques are known reproductive
physiology details of this breed as the charadtesi®f their gametes. The objective of this study
was to estimate and to characterize the populatfoovarian PFs derived from Northeast breed
donkeys. Twenty females aging 5.1 + 3.2 years agidhing 105.2 + 18.6 kg were used. Animals
were subjected to an ovariectomy procedure guidethjsaroscopy for ovary collection. As the
equines, donkey ovaries presented a kidney forniteidparenchymal zone were extracted, taking
the ovulation fossa as basis. Fragments of ovamg \iileed in Carnoy, dehydrated in increasing
Ethanol concentrations (70 to 99%), clarified uskydene and finally included in histological
paraffin wax blocks. These blocks were seriallftiseed on um slices at using a microtome. Every
120th slice was mounted on glass slides, staindheimatoxylin—eosin and read in inverted optical
microscope. PFs presenting visible oocyte nucleeweeasured at using an ocular micrometer and
classified as primordial, primary or secondary. Rkere also classified and counted as
morphologically normal, when containing an oocytthwegular shape and uniform cytoplasm, and
organized layers of granulosa cells; or as degétravhen the oocyte exhibited pycnotic nucleus
and/or ooplasm shrinkage, and occasionally, graautell layers became disorganized, detached
from the basement membrane and/or included enlaregisl The PF population was estimated by
using the formula: (number of follicles x numbersafctions x thickness of sections)/(number of
sections observed x range of oocyte nuclei diameldre results allowed us to estimate a total
population of 21,135.3 + 10,646.1 PFs per animalnfthis population, 91.3% PFs were classified
as primordial, 8.2% PFs as primary, and 0.3% asmelry. multioocyte PFs were observed in all
animals, and they were more frequently presentimgrdial follicles, representing 0.99% of total
PFs counted. The estimated population was disaibbetween the right and left ovaries, at 54.6%
and 45.4%, respectively. Most PFs were consideredpinologically normal (90.2%) and the
smallest, degenerate (9.8%). An inversely propoaliaelationship between age and follicular
population was identified, similarly to the relatibetween weight and follicular population. In the
second experiment, the ovarian tissue of animaia the same group was subjected to a vitrification
procedure using dimethylsulfoxide (DMSO) and ethglglycol (EG) as cryoprotectants in separate
and associated. When comparing treatments, theflB®ISO 3M (81.7 + 37.5%), EG 3M (83.7
27.4%) and the combination of both DMSO 3M + EG 381.8 + 46.8%) allowed a greater
percentage of follicular survival. When vitrifiecsing the DMSO + EG combination, a higher
percentage (62.5 £ 29.1%) of viable follicles wdserved in relation to the other vitrification
treatments (P <0.05). The TUNEL technique iderdifteat all treatments tested showed DNA
fragmentation in the follicular cells, except irethase of the DMSO 3M plus EG 3M treatment.
When evaluating the presence of NORs, no signifidéferences were observed in the amount of
NORs between the fresh and vitrified groups usidgS® 3M plus EG 3M (P >0.05). Thus, we
concluded that the combination DMSO 3M plus EG mase efficient for the vitrification of ovarian
tissue taken fronEquus asinusallowing adequate preservation of PAFS morphalaggbility,
DNA integrity and cell proliferative capacity. Thigork presented for the first time the estimate of
ovarian preantral follicles in donkeys of the Nesdbtern breed and successful vitrification.
Key-words: Asinines, Folliculogenesis, Ovary, Oocyte, Grasaloells.
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1. Introducao

O fenbmeno do abandono dos animais domésticopedacédo cuja utilidade
€ questionada, esta se tornando frequente nos agldos humanos de todos os portes. Estes
animais, uma vez vivendo sem a supervisdo humadaptam-se bem aos ambientes, mas
ndo sem causar transtornos, desde acidentes ¥meaale zoonoses (Carnegtal,, 2014,
Rogoskiet al, 2016). No nordeste do Brasil, vem se destacampiesenca de asininos que
vivem livres por seus proprios esforcos, ou que s#tametidos a manejo inadequado,
permanecendo a maior parte do tempo soltos. Sendoais de grande porte, ao
permanecerem no entorno das estradas em buscardmtal ou agua, frequentemente
envolvem-se em incidentes rodoviarios (Lima e LpR844). Embora esta presenca enseje
a percepcao de que ha superpopulacdo destes gmmudtis contrariamente, a populacao
decai a cada levantamento (IBGE, 2016), o que septa uma perda inestimavel de
patrimdnio genético e cultural.

Sendo restritos os estudos sobre a espécie, aiadasobre a raca Nordestina,
faltam subsidios para a criacdo de politicas pablacerca do seu controle populacional,
bem como o desenvolvimento de estratégias de c@tser desta raca endémica da regiao
Nordeste do Brasil. O passo inicial para sanar @stieit deve ser, portanto, conhecer de
forma profunda a raga, estendendo o que pesques@aneiros iniciaram nos anos 80
(Nobre, 1980; Azevedet al, 1984). Conhecer detalhes da reproducdo destesaigni
possibilitara o desenvolvimento de biotecnologgmsadutivas e permitird melhor gestdo da
populacdo, da conservacdo do patrimoénio genétigmtencialmente, abrir um leque de
opcdes do emprego racional e ético da raca.

As estratégias de estudo das células reprodutinasminos concentram-se nos
machos, dada a sua relevancia na producao de Mgk, técnicas de colheita de sémen
(Morais et al, 1994), criopreservacdo de sémen (Canisso, 2088)aRdes, 2012) e
inseminacao artificial (Guedes, 2014) foram deasrédm diversos estudos; entretanto, para
0S gametas femininos, os estudos sdo escassosabrafigem toda a foliculogénese (Ker,
2013).

Neste contexto, tem sido ressaltada a aplicac&otizcnica de Manipulacao de

Odcitos Inclusos em Foliculos Pré-antrais (MOIFOP&fualmente também chamada
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Tecnologia do Ovario Atrtificial, a qual consiste eapturar e manipulan vitro os foliculos
em suas etapas iniciais de desenvolvimento, ezaeaim ambiente controlado o que
naturalmente ocorreria no interior dos ovarios ((Eigedoet al, 2007). A referida técnica
tem sido utilizada em equinos (Bufab al, 2016), bovinos (Silva-Santet al, 2011) e
outras espécies, para auxiliar no conhecimentoetidhees da populacéo folicular ou para
realizar a criopreservagdo (Gomes e Seneda, 204 5)kivo destes foliculos, a fim de se
obter células reprodutivas maturadas (Green e 8oNk&2016).

Em asininos a MOIFOPA podera viabilizar o estudee@iperacdo de uma
grande quantidade de odcitos para serem utilizaapsoutras biotécnicas, podendo
incrementar o potencial reprodutivo deste grupo amémais. Além das etapas de
caracterizacao, isolamento, cultivovitro (CIV) e maturacaa vitro (MIV), a MOIFOPA
compreende ainda a preservacao do material gendtiante curtos (resfriamento) ou
longos periodos (criopreservacdo) de tempo, peratia criagdo de bancos de
germoplasma. O sucesso na recuperacao de o6degsoisap0s 0 processo de preservacao
depende de diversos fatores, além dos inerenteddeespécie, como a escolha da estratégia
de resfriamento e descongelacdo bem como a apicdgs crioprotetores adequados
(Moussaet al, 2014; Keros e Fuller, 2015; Argyle, Harper e [@ayi2016). Foi detectado
qgue o etilenoglicol é mais permeavel em blastosistquinos que o glicerol e o0s
crioprotetores altamente permeaveis podem ser apaigpriados para o congelamento de
o0citos equinos do que os embrides, uma vez qoeai®s exigem um periodo de exposicao
mais longo para se tornar totalmente permeadov@&tos equinos imaturos puderam ser
amadurecidos ao estadio Mlh vitro apds congelamento e descongelamento em
etilenoglicol ou 1,2 propanodiol, mas ndo em gltere os espermatozoides puderam
penetrar o0citos imaturos e maduros ap0s congekc@scongelacdo em etileno glicol e
foraram pronudcleos morfologicamente normais (Hetkl, 1994).

Dentre as técnicas de criopreservacdo, a vitréicacomo uma eficiente
biotécnica de criopreservacao (Kagaatal, 2015; Wakchauret al, 2015), tanto por ser
um procedimento de facil conducédo, sem equipamerdagplexos, como por ter uma
execucao rapida. Além disso, esta técnica tem amia@do resultados promissores em
espécies similares aos asininos, como 0s equirarefdet al, 2016) em que foram usados
diferentes tempos de congelacdo e concentracdedirdetilsulfoxido (DMSO) e

etilenoglicol (EG) como crioprotetores, com sucassposterior cultivo dos odcitos. Estudo
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com o4citos equinos imaturos apontam que um mengrd de exposicao aos crioprotetores
(que na vitrificacdo, dentre outras acbes, assumpapel de desidratar e minimizar a
formacdao de cristais de gelo) determina uma maia tle recuperacéo de odcitos passiveis
de maturacdo (Curcio, 2006). Desse modo, o estivapto de protocolos para a
vitrificagcao de tecido ovariano em asininos tenmepoial de conduzir a uma nova fronteira
na conservacao das diversas racas desta espéestejaen em risco de extingdo no mundo,
ao levar o foco das pesquisas futuras para os garfezhininos, uma area pouco explorada

em se tratando de equideos.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Os Asininos

Os Equideos sdo animais que tiveram, e tém, pgetao ativa no
desenvolvimento socioeconémico da humanidade: daipavos némades a fontes de agua;
como fonte proteica, através da carne e/ou leiteroctransporte para materiais e pessoas;
sendo personagem principal em algumas grandes isteje influenciando o destino de
reinos e nacgdes (Brereton, 1976; Greenwood, 2088y, 2011). Foram essenciais para o
desenvolvimento tecnolégico da agricultura que gubon com o incremento da producao
para abastecer a crescente populacdo humana (CRritak, 1992; Langdon, 2002). Além
disso, sdo reconhecidamente animais versateisigoardm ao longo da historia lagos,
inclusive afetivos, com a espécie humana. Nenhuno animal doméstico ocupou um lugar
tdo importante no processo de desenvolvimento Isecpolitico (Bowling e Ruvinsky,
2000).

Dentre os equideos, o subgén@sinus que compreende os jumentos (Beja-
Pereiraet al, 2004), tem importancia historica, que remetené@a da agricultura, entre 7
a 10 milénios atras, quando provavelmente foramedtioados (Blench, 2000). Estudos
genéticos com DNA mitocondrial apontam a origemjdotsentos modernos como sendo a
Africa, mais especificamente de dois troncos, oiblétm Somali (Beja-Pereiet al, 2004).

Por outro lado, estudos de similaridade genéticatam trés grandes centros ou areas onde
provavelmente ocorreu a domesticacéo dos jumeNtoseste da Africa, Peninsula Arabica
e Asia ocidental (Zeder, 2006).

A existéncia nas Américas nao ocorreu por corrent@gatorias ou outros
mecanismos de disseminacao de populacdes, mag@ohamana. Os registros historicos
apontam a inexisténcia de animais de interesséaaiob quando da chegada dos Europeus.
Embora ndo haja consenso sobre o ingresso dos ifmamasininos, ha evidéncias
documentais da introducdo de cavalos e asnos atdevearias expedigdes portuguesas e
espanholas nas primeiras décadas do século XVIrgyi#964). Além disso, evidéncias
genéticas de jumentos das Américas apontam sugenpara linhagens oriundas das racas

Andaluz e Catalda, ambas da peninsula ibérica (dastal, 2016).
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Animais extremamente resistentes, os asininosatmlarma ampla gama de
condi¢des climéticas, do arido ao frio intensoe alistribuem geograficamente em todo o
mundo (Starkey e Starkey, 2000). Para tanto, pass@eas adaptacdes corporais, como as
orelhas para auxiliar a termorregulacéo (Jone)2@®u sistema digestivo resistente pode
digerir qualquer tipo de vegetacéo, inclusive x&aéf e extrair nutrientes dos alimentos de
forma eficiente (Izraelgt al, 1989; Pugh, 2002).

Os jumentos sdo animais doceis, amigaveis, calpaisentes e faceis de se
manusear, inteligentes e até brincalhdes; cautelosas ageis em locais acidentados e de
topografia irregular. S&o ansiosos para aprenddgséutar da companhia dos humanos
(Beja-Pereirat al, 2004).Devido a estas caracteristicas, foram elencadastfzdralho em
areas dificeis, tornando-se ferramentas essemedabuta, inclusive no nordeste brasileiro
onde por vezes foram a Unica alternativa de tratespotre regides pobres, principalmente
no transporte de 4gua em periodos de estiagem iddnz011).

A adaptacdo continua dos animais aos diversos sknggeografia do Brasil fez
com que surgissem trés racas distintas: a Brasileir Paulista), a Péga e a Nordestina.

A raca Brasileira (Figura 01A), desenvolveu-se deamentos de linhagens
sicilianas e portuguesas, especialmente na re@éds8d Paulo, motivo pelo qual também
sado denominados de Paulistas. Sado consideradosabanais para monta com sela, e
possuem constituicao fisica forte, com pescoc¢osgreseforcado, orelhas eretas e focinho
reto, cernelha de pelo menos 1,20m e pelagem geagare rud (ou rudo), caracterizada por
uma mistura de pelos brancos e coloridos no cemgyanto a cabeca e as extremidades do
animal tem cores uniformes e sélidas (Torres edatP92).

A raca Péga (Figura 01B) surgiu no interior do Brgsedominantemente em
Minas Gerais onde teve importante papel no ciclo Miaeracdo, assim como no
desbravamento do interior do pais. Sdo os maionesrjtos dentre as ragas brasileiras, tendo
altura de cernelha superior a 1,30m, com pernagafrcorpo compacto e forte, traseiro
cheio e pelagem quase sempre branca, sugerindascoom a raga egipcia com a qual
mantém relacdo genética, além da forte origemdadiffugh, 2002). Na contramao das
demais racas do Brasil, a raca Péga encontra-péeamvalorizacdo pelo enorme potencial

genético na geracao de mulas (Souza, 2007).
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O jumento Nordestino (Figura 01C) € a menor dasr@éas e comegou a ser
descrito como raca em meados do século XX (MeB&31 Vieira, 1964), tendo sempre
como destaque a sua pequena estatura, pelos @otms, acumulo de gordura e agilidade.
Todas estas caracteristicas sao consideradas dapiaedes ideais para a regiao semi-arida
do Brasil, decorrentes de séculos de cruzamentt® @s mais aptos, adaptacdes
confirmadas quando os primeiros estudos zootécfiacam realizados nos anos 80 (Nobre,
1980; Azevedcet al, 1984). S&o animais com altura média de 1,0m Bra cernelha
definida, suave (ndo proeminente), musculosa @referéncia, em nivel com a garupa,
costelas fortes e separadas, conferindo boa amhplitracica; tronco relativamente longo,
mais ou menos proporcional a altura na cernellessatura € seca e resistente, com tenddes
delicados, pele de pigmentacdo escura e pelos #ncabeca tem tamanho médio, seca, de
comprimento proporcional ao pescoc¢o e despontadagocinho, com perfil retilineo ou
ligeiramente sub—convexo; possui orelhas grandeses, bem implantadas, bem dirigidas
e de largura média; a boca de abertura média dldinios, mdéveis, firmes e justapostos; as
narinas sédo grandes, largas e flexiveis. O pescagedio, proporcional a cabega com crinas
ralas e finas. A cauda é curta com pelos reduz@esnembros posteriores sdo medios, com
ligeira cobertura muscular e bem articulados; oekbaacos médios, retilineos e com
cobertura muscular delgada; joelhos grandes, eesest, secos e na mesma dire¢cdo do
antebraco. As coxas e pernas sao medianas e msss(#xevedet al, 1984). Sao animais

adaptados a regides secas, a alimentacédo pobrateemtes e a longas jornadas de trabalho.
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Figura 01 — Exemplares das 3 ragas de jumentos predominantes e endémicas do Brasil: (A) Jumento

Brasileiro macho (Melo, 2014); (B) Jumento Péga macho (Pashoal, 2014); (C) Jumento Nordestino macho.
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Os jumentos exercem ainda hoje um outro papel ecimoedque é o de gerar
descentes hibridos com cavalos, os muares. Sehdddsi, sdo estéreis, possuindo 63
cromossomos (equinos tem 62 e asininos 64). Osargutovenientes do cruzamento de
jumento com égua sdo denominados burros e as fémakss. O filhote do cruzamento de
um cavalo com jumenta recebe o nome de bardotonsagho ou fémea. Os burros e mulas
sdo mais desejados pois herdam a rusticidade dupento) e o porte fisico da mae (égua)
(Burnham, 2002; Brenner e Miller, 2013).

Entretanto, a partir da modernizacdo e a chegadsealogia em alguns
setores, seu valor, assim como seu manejo, congegofier graves alteragdes. Acredita-se
que ja em 1954, a crise dos jumentos tenha inictato o advento do Regulamento da
Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos dee@rignimal (RIISPOA), que passou por
modificacdes técnicas ao longo do tempo (Brasi§71% que determina regras para o
manejo de produtos de origem animal, dentre etpsles oriundos de equideos, incluindo
a necessidade de Inspecéo Federal de locais edéd abate especificos para os equideos
no Brasil.

O Instituto Brasileiro de Geografia e EstatistifGE) estima que de 1967 a
1979, ocorreu um decréscimo do rebanho de 17 pandh®es de animais. A base da
argumentacao foi que, mantido esse ritmo os anisegiam extintos (Nobre, 1980). Dados
histéricos do Censo Agropecuario, cuja ultima edlig&orreu em 2006 (IBGE, 2016)
consolidam o pensamento de que a populacdo dex@sinb Brasil e especialmente no
Nordeste decaiu em média 1,5% ao ano desde o ocitcada de 70, chegando a menos
e 600mil (Figura 02).

Estimativa da populagao de Asininos no
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Figura 02 — Estimativa da populagdo de asininos no Brasil e no Nordeste desde o inicio da série histérica do
IBGE (IBGE, 2016)
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Sabendo da reducé&o populacional da raca Nordestimaconhecendo a
importancia da preservacdo de espécies e racastatesse zootécnico e econdémico, a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Brabcaiou um projeto de pesquisa
denominado “Conservacédo e Uso de Recursos Gend&imosais”, sob coordenacédo do
Centro Nacional de Pesquisa em Recursos GenétiBagexnologia — Cenargen, que tem
por finalidade a construcéo de Bancos de Germoplagnespécies em ameaca de extingao,

dentre elas, o jumento Nordestino (Mariagital, 2005).

2.2 Aspectos anatomo-fisiologicos do aparelho repator feminino de asininos

As funcgBes primarias do aparelho reprodutor fenoilsi@o garantir as estruturas
fisicas para que a gestacdo venha a termo e, dissgs que hajam células reprodutivas
viaveis e aptas. Dentre as estruturas que comparelho, os ovarios desempenham esta
altima funcao, por meio da formacgéo das célulamgetivas como também da producéo
dos hormdnios que déo suporte a maturacao desdesoe da gestacdo, sendo considerados
0s Orgaos reprodutivos primarios da fémea (McEr@#2). No caso dos asininos, apesar
da anatomia ser bem conhecida ha muitos anos, s&halprimeiramente descrita em 1822,
por Ernst Friedrich Gurlt (Veterinario aleméo, eeu sHandbuch der vergleichenden
Anatomie der Haussaugetiéreou “Manual Gurlts de anatomia comparada de aisima
domeésticos”, numa traducao livre, publicado até3}9&Renner-Martinet al, 2009), os
estudos morfologicos e fisiolégicos mais apuradixs $80 comuns, especialmente quando
comparados a outras espécies de maior importanotécnica, como bovinos (King, 1979;
Hammond, 2014; Bovat al, 2014), caprinos (Greyling, 1988; Amoah e Gelay@97;
Gallego-Calveet al, 2015) e equinos (Morley e Murray, 2014; DascanicCue, 2014;
Morel, 2015).

Os ovérios dos asininos, assim como dos equinosi¢4d al, 1988; Kainer,
1993), possuem um formato reniforme (forma de rimfesjdo), com uma area cbncava,
claramente definida, em sua borda livre (oposteelaghorda onde conectam-se vasos,
nervos e ligamentos), chamada de fossa de ovu(g@fioa 03). Esta forma caracteristica é
diferente dos demais mamiferos, cujos formatos owisuns séo o de cachos de uva entre

as multiparas (ou politocica) e ovoide ou de améndentre as uniparas (ou monotocicas)
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(Getty et al, 1986). E na regi&o cortical na qual os folicudosdcitos sdo encontrados,
consequentemente, a ovulagéo ocorre somente readess/ulacao (Waét al, 1979).

L, -
W.dbs.

~ Al
AL o

N A
Fimbria _1% ’ 3 Fossa Ovariana
[ 95 -

py
¥ 1

2

)

y

< Tnica

Cortex Albuginea

Medula

Figura 03 — Diagrama esquematico do ovario do equideo. Fonte: (Deafenbaugh, 2012)

Nos equideos recém-nascidos, o ovario € ovoideahqsire a forma de rim a
medida em que atinge a idade fértil (Gettyal, 1986), tornando-se a fossa de ovulacao o
anico ponto da superficie de liberacdo de ovOcipus, ruptura de foliculos maduros
(Renner-Martiret al, 2009). Contrariamente & maior parte dos mamife®o$oliculos sdo
liberados nas estruturas mais internas, e a meamupa o volume externo do ovario.
Paralalamente a maturacéao folicular, os ovariosgmsa ocupar uma posi¢cao mais dorsal
no abdémen (Dyce, 2010), estando quase sempre mi@cacom as paredes abdominais,
mas com grandes varia¢cdes de animal para animtly(&el, 1986).

As fémeas asininas tornam-se férteis entre 24 m&s de vida, variando de
acordo com diversos fatores, nem todos mensuradas,fortemente influenciados pelas
condicbes ambientais, como estacdes do ano ou madatibude, e a maturidade sexual
ocorre em torno dos 5 anos (Blanchar@l 1999; Pugh, 2002).

Os asininos formam grupos matriarcais errantes enashos fixam-se em
territérios (Moehlman, 1998). Um territério pode tdezenas de hectares de extensao,
inclusive com areas nao contiguas, escolhidos mpelcho pelas condigdes favoraveis de
alimento e 4gua. A demarcacdo das areas é feaméatrda miccdo e defecacdo nas
fronteiricas e € constantemente remarcada e madaofs grupos de fémeas e filhotes, que

podem chegar a 15 individuos, por outro lado, méfixam num territorio especifico. Eles
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transitam entre os territérios dos machos, ou erasando dominadas, buscando sempre as
melhores condi¢cbes de vida para o grupo. Nao h&beadespecificos de tempo de
permanéncia num territério (McDonnell, 1998).

O ciclo reprodutivo da fémea asinina € muito simdas demais equideos,
distinguindo-se quanto a duracdo do estro e dagfst O ciclo estral varia entre 22 e 28
dias dos quais 5 a 9 dias compreendem o estrdift@el1988). A ovulacdo geralmente
ocorre no quinto a sexto dia apos o inicio das festaicdes do estro (Vandeplassehal,
1981).

Quando em estro, a fémea adota posturas tipicasc@daixa com 0 pescogo
estendido a mesma altura do dorso; orelhas paapaéalelas ao pescoco, abrir e fechar
constante da boca, passa a urinar com mais freigu@mantém as pernas traseiras abertas e
cauda levantada numa atitude clara de exibicdo etimgp (McCort, 1980). Além da
mudanc¢a comportamental, as fémeas em estro nuno,gidegtacam-se de forma muito
evidente por vocalizar com maior frequéncia e pacatar movimentos de forma mais
rapida e exagerada (McDonnell, 1998).

Uma vez que fémeas em periodo fértil transitemsptdaitérios constituidos
pelos machos, estes tornam-se defensores avidias desas. Na busca pela exclusividade
no cortejo e monta, expulsam outros machos em es\gadr vezes, violentos. Se por um
lado as fémeas no cio exalam feromonios e exiberassmachos vocalizam intensamente
0 que auxilia a demarcar o territorio e atrair@sdas disponiveis para seu harém (Henry,
Lago e Mendoncga, 2009). E possivel perceber grandaéncia do chamado reflexo de
Flehmen, que corresponde a elevacgdo do labio supeacompanhada da elevacéo da cabeca
e respiracao profunda para ampla absor¢cao deaptagéo de feromonios, tanto emanados
das fémeas como de seus dejetos (Maretiat, 1988; Weeket al, 2002).

Apoés a ovulacdo, aumentam os niveis de progesterguando chegam a uma
concentracdo sanguinea superior. Durante o diestreaoncentracdes de progesterona
crescem por cerca de 14 dias, e decai drasticaraentiis dias para que se inicie 0 hovo
estro. O diestro tem uma duracéo de 18,2 + 2.4edéagduracdo ndo aparenta ser fortemente
impactada ao longo do ano. Por outro, lado os sivgiximos de progesterona durante o
diestro afeta o niumero maximo de ovula¢cdes duranéstro, onde niveis mais altos

potencializavam a ocorréncia de multiplas ovulagG#sSAS & LLASAC, 2014).
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Estudos que acompanharam as fases iniciais dacgestdesde a cobertura,
mostraram que a vesicula embrionéria passa a smtalda por via ultrassonografica entre
0s 10° e 11° dias apos a ovulacdo, permanecends dentro do Utero até o 16° dia, quando
alcanca o diametro de 21,8 £ 1,5 mm. A vesicularieméria implantada, ja foi localizada
no corno esquerdo, corno direito e corpo uterino41n2%, 41,8% e 9% dos exames
realizados, respectivamente. O embrido foi detectax$ 19,9 + 0,2 dias, os batimentos
cardiacos aos 21,8 + 0,3 e 0 saco alantoideane g8@te 23 dias (Gastat al, 1993). O
crescimento intra-uterino na segunda metade deagfest as tendéncias da espessura
combinada da unidade Uutero-placentaria e da eandade dos fluidos amnibtico e
alantdide, sdo muito similares aqueles observadagestacdo de éguas. Os diametros de
torax fetal, a Orbita ocular e aumento da aortamtera gestacéo foram 40,6 + 2,9 mm, 8,7
+1,5mm, e 3,5 + 0,7 mm, respectivamente, na sarhdne 190,9 + 12,0 mm, 21,4 + 1,5
mm, e 30,6 = 1,8 mm na semana que antecedeu o pdreguéncia cardiaca diminui com
a progresséao da gestacao (Cregcal, 2014).

A duracédo da gestacdo entre os asininos é de der&0 dias, mas foram
detectadas grandes variacfes entre diversos esjudga observaram este periodo como
entre 339 e 370 (Criset al, 2014), 360 e 375 (Weaver, 2012) e 362 a 375(8agoset
al., 2012).

2.3 Oogénese e foliculogénese

Na fase embrionéaria da fémea, células germinapviasordiais diferenciam-se
em o0citos. Ao nascer, as fémeas mamiferas ja @ostdos os 00citos que durante a vida
fértil poderéo participar de uma fertilizacao (Bugkyet al, 2005). A visdo mais tradicional
da oogénese, em esséncia, pode ser mapeada ensos:pap geracdo das células
germinativas primordiais (CGP) por mitoses; 2) mggio das CGPs para as gonadas ainda
nao totalmente diferenciadas; 3) colonizacdo daadgs pelas CGP; 4) diferenciacéo das
CGP em oogobnias; 5) proliferacdo de oogonias; i8)acio da meiose das oogbnias; 7)
formacao do odcito primitivo; nesta ocasido ocarngrimeira parada da meiose, na fase
dipléteno da préfase | da meiose, formando a vesgerminativa, que permanecera assim

até o inicio do periodo fertil (Hurk, van den e gha005). Contudo, nem todas as CGP
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findam em vesiculas germinativas disponiveis,psi@ue ainda no Utero inicia-se a atresia
das vesiculas, que pode chegar em algumas espéE® dos quantitativos das CGPs
quando do nascimento do individuo, de modo queredénasce com todos 0s 00citos
disponiveis em seus ovarios (Medeiros e Yamam@®@83;1Bessa e Dode, 2013). Somente
durante a puberdade, sob influéncia de picos dadmip luteinizante (LH) a meiose das

células germinativas sao retomadas, prosseguirgl@a ahetafase Il da meiose, com a
formacéo do odcito secundario, permanecendo aséiomza possivel fecundacao (Chohan
e Hunter, 2004).

Por outro lado, contrapondo-se a doutrina tradadionconsolidada e
inquestionada desde meados do século XX, pesquésatton demonstrado que nado s6 a
atresia ou degeneracdo continua apds o nascimeatto @ fim dos odcitos, como novos
oocitos podem ser diferenciados, sob circunstarespscificas, o que se demonstrou em
ratos (Johnsoat al, 2004). Entretanto, este pensamento ndo é amplaraeegito, faltando
mais estudos que corroborem com a teoria (GreeafEldws, 2004).

Na maior parte dos casos, cada um dos 6ocitosrdaiasp | da meiose, esta
contido em um foliculo primordial que o isola detemte do ovario (Knight e Glister, 2006);
contudo € comum que os foliculos contenham doimais odcitos, sendo chamados entédo
de foliculos multioocitos (Payan-Carreira e Pir2808; Silva-Santos e Seneda, 2011).
Durante a vida fértil, os foliculos armazenados ov@&ios na vida fetal, passam por uma
sequéncia complexa de transformacdes, coordenadklasurp equilibrio ténue entre
horménios, deixando a reserva e levando a ovulagé&oatresia (Fortune, 1994).

A foliculogénese ovariana, como é chamado o proasslesenvolvimento dos
foliculos, é marcada pela proliferacdo e diferegimade componentes e células que
permitirdo a ovulacdo (Fair, 2003). Em mamiferoma@oos equideos, varios foliculos
iniciam a foliculogénese mas apenas um deles ssgumho até a ovulacéo (Jacob, 2007).
Ao mesmo tempo em que se torna mais complexojaufolcresce em volume, adquire uma
cavidade denominada antro folicular, e este crestiné o fator mais expressivo na
definicdo de qual foliculo tem maior aptiddo asmrduzido a ovulacao (Bartlewsi al,
1999).

No foliculo ha um conjunto de células que envolverdocito chamadas de
células da granulosa. No foliculo primordial sdbaadas numa uUnica camada, as vezes

descontinua, que ao longo da foliculogénese mighipl-se em diversas camadas. As células
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da granulosa séo a principal fonte de estrogenitsna e proteinas correlatas , que possuem
importante papel na regulagdo enddcrina do sistepepdutivo durante o ciclo estral,
atuando como sinalizadores quimicos para a hip&idee o nimero de foliculos em
crescimento no ovario (Hsuehal, 1984).

O aumento do numero de células da granulosa e seqonante aumento de
camadas ao redor do odécito marcam fortemente aigdmldo foliculo de primordial para
primario e de primario para secundario. Estes g sdo denominados de pré-antrais
(FOPA). Continuada a maturacao os foliculos tosea#&o foliculos antrais, dado que as
células da granulosa abrem espaco para a formacaatth que sera ocupado por fluido
folicular composto essencialmente de moléculas yrmidds pelas células da granulosa,
dentre elas proteoglicanos, glicosaminoglicanasdaodialurdnico (estruturas que possuem
um dos acglcares aminados e normalmente sulfatadaidjato de condroitina, moléculas
grandes e incapazes de transitarem livres foralicufo e que produzem um diferencial
osmatico que favorece a entrada e manutencaoided]ieletrélitos e moléculas sanguineas
do estroma vascularizado para o interior do ar@tarkeet al, 2006).

Este processo de maturacéo folicular ndo ocorrewomnico foliculo de cada
vez, mas com um grande volume de foliculos sime#ierente, processo denominado de
onda folicular, tal processo é normalmente comppsto3 fases: recrutamento, selecdo e
dominancia (Driancourt, 2001), cuja sucessao &del@om os hormonios encontra-se na
figura 04. O recrutamento inicia-se ap0s um picacaecentracdo de hormdnio foliculo
estimulante (FSH). Neste momento, um certo numertoliculos primordiais passa a ser
englobado por células da granulosa, iniciando aposigdo de uma camada uniforme
(Fortune, 1994).

A etapa de recrutamento tem duracdo variavel, que ghegar a dias em
cavalos, e 0 numero de foliculos recrutados tambéna entre espécies. Na etapa da
selecdo, um ou mais foliculos sdo selecionadoséstrde um processo complexo que
depende de caracteres intra e extra-ovarianos,artastestudados mas ainda
incompreendidos em sua plenitude (Rocha, 2014¢sEsiecionados evoluem até tornarem-
se foliculos secundarios e aguardam a ultima etmgminancia. Nesta, um ou alguns
foliculos serdo tratados como dominantes e os demsisubordinados, entram em atresia.

Sao os dominantes que evoluirdo e mais tarde estedoniveis a fecundacao (Driancourt,
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2001). Em espécies monoovulares, como 0s equidgms)as um sera dominante e

continuara a crescer até a ovulagao (Ginther, 1993)
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Figura 04 — Foliculogénese e influéncia hormonal. Adaptado de (ANSHLabs, 2015)

2.2 Manipulacao de Odcitos Inclusos em Foliculos @ranos Pré-antrais

A reproducdo assistida, em suas diversas técricana importante ferramenta
na construcdo de rebanhos com maior qualidadeigan@éa facilitacdo de reproducéo de
espécimes que apresentam dificuldades em represkizie forma natural, aumentando o
namero de individuos numa populacéao (Lopes, 2@xiMn o ritmo de consumo de produtos
de origem animal, a pecuaria tradicional, mesmo regime intensivo, dificilmente
conseguiria atender a demanda de consumo, porfaotedimentos de inseminacao
artificial ou fecundacam vitro sdo essenciais para atender a estas demandasadelone
(Nicolauet al, 2001; Portugal, 2002).

Uma parte das estratégias de reproducdo assissipacialmente a fertilizagéo
in vitro (FIV), ou outras técnicas de biotecnologia envalacaptura de foliculos antrais,
visiveis com o uso de tecnologias como a ultraggafia (Lemmaet al, 2006) ou a
ressonancia magnética (Warretnal, 2015). Contudo, estes foliculos visiveis sao méno

no processo da foliculogénese, dado que a maistiperior a 99% (Nuttinckt al, 1993),
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entra em atresia antes de tornarem-se visiveis@adeauferramentas de diagndsticos (Carroll
et al, 1990).

A MOIFOPA é uma biotécnica que vem sendo deserdaldiesde os anos 90
do século XX, e que atua como uma alternativa garacuperar esta parcela de oocitos que
naturalmente perder-se-iam na foliculogénese. Es@nesa, ela consiste no resgate de
FOPA, sua conservacao por resfriamento ou congetaneeno cultivan vitro dos odécitos
inclusos nos FOPA, a fim de leva-los a maturacadezundacao (Figueiredd al, 2007).
Com estas caracteristicas, a MOIFOPA tem potepeia atender a pelo menos trés areas
de interesse na reproducéo: o estudo de basdaladia reprodutiva de espécies, melhoria
da producgéo dos rebanhos ao favorecer a fertilizag8istida e recuperacao de populacdes
de mamiferos em risco de extingao.

A foliculogénese é amplamente estudada, porémpnafisndamente conhecida
ao se tratar dos foliculos antrais (Bao e GarvetigR8; Baerwalét al, 2012), dentre outros
motivos pela facilidade de estudos néo invasivasci@et al, 1999). Quanto aos foliculos
pré-antrais, 0s complexos mecanismos internosezred que controlam o crescimento e a
maturacao dos FOPA ainda s&o incertos ou pouccecaus, sendo portanto, um campo de
pesquisas a ser explorado (Figueiretlal, 2007; Thomsoet al, 2016).

A aplicagdo da MOIFOPA aumenta decisivamente o masnele células
reprodutivas disponiveis as técnicas de reprodassistida, fato que ja permitiu ser aplicada
a diversas espécies como humanos (Roy e Treac$),18%inos (Gutierreet al, 2000),
ratos (Nayudu e Osborn, 1992), caprinos (Matoal, 2007), bufalos (Guptet al, 2008),
dentre outros. Em equinos, a inseminacao artifiaitdansferéncia de embrides e até mesmo
a clonagem sdo uma realidade, mas a fertilizat&itro e maturacaan vitro, S&0 pouco
estudados (Gomes e Seneda, 2015),

Ha uma grande possibilidade de que as atividademhas estejam causando
uma extingdo em massa de espécies em todo o miiridea média de perda de espécies
de vertebrados ao longo do século passado é atéet66 maior do que a taxa estimada ao
longo de toda a histéria (Cebalketal, 2015). Seguindo-se 0 mesmo raciocinio da aplcaca
em humanos e espécies de interesse zootécnicoetava reproducéo de espécies silvestres
ou domeésticas em risco de extingdo € um imporgzayel para a MOIFOPA, auxiliando a
concretizar o conceito de bancos de recursos gesdtieibo e Songsasen, 2002; Comizzoli

et al, 2010) ou na reproducéo assistida de espéciesgesls cujas atuais biotécnicas sao
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complexas ou pouco efetivas (Andrabi e Maxwell, DZ0Contudo, o sucesso da aplicacéo
de MOIFOPA, bem como de outras técnicas, dependaxdade recuperacéo de foliculos,

ou seja, que se obtenha ao final do processamengwande namero de foliculos sem danos
estruturais, efetivamente disponiveis (Rosssted, 2011). Neste sentido, iniciar as técnicas
conhecendo a estimativa da populacao foliculamjercompreender os nimeros maximos

desta taxa de recuperagéao.

2.3 Populacéo folicular ovariana

Muitas biotécnicas reprodutivas aplicadas a fotisuntrais ou pré-antrais, sao
mais efetivas quando ha conhecimento do maior muderariaveis possiveis dos proprios
foliculos, dos parametros quantitativos e qualiteti dos foliculos, dado que estes
parametros sdo proporcionais ao potencial repraal{fComizzoliet al, 2010). Assim,
determinar a populagéo folicular € uma das ativeddzisicas para iniciar ou concluir 0 uso
de biotécnicas reprodutivas, em especial porquss/aspectos podem influenciar no
tamanho desta populacdo como o escore corporal ifigoez, 1995) ou disturbios
alimentares (Bolandt al, 2001), a etapa do ciclo estral em que se obseovase coletam
os foliculos antrais (Barusedt al, 1997; Abdoon, 2001), o equilibrio hormonal dueaat
vida do animal (Hunteet al, 2004), enfermidades, como a mastite cronica (Ralanal.,
2012) ou mesmo a idade, dado que, com o avancadadi®, ocorre naturalmente o
decréscimo no numero de foliculos ovarianos (PjQ001).

Para os foliculos antrais, as avaliagbes comuns&iteealizadas com o uso de
ferramentas de diagndstico por imagem, em espaaititassonografia, como no caso dos
estudos com bovinos (Batisté al, 2014; Pinheircet al, 2014), caprinos (Souz al,
2016), asininos (Contat al, 2014) e equinos (Claes al, 2015).

Para a populacdo de foliculos ovarianos pré-antesistécnicas de captura
comumente envolvem a ovariectomia ou a retiggad mortendos ovarios. Experimentos
ja foram conduzidos em diversas espécies de isgresotecnico, como: bovinoBds
taurug, sendo estimadaa uma populacao de 19.777 + 2prrhdrdiais, 11.337 = 11.568
primarios e 4.174 + 2.893 foliculos secundariosigirourtet al, 1982); caprinos 0s
nameros foram de 20.779 + 4.116 foliculos primasdia. 702 + 1.226 foliculos primarios e

1.722 £ 480 foliculos secundarios (Luetial, 1999); para suinos foram encontrados cerca
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420.000 foliculos primordiais por ovario (Gosdehedfer, 1987); em equinos uma grande
variacao foi relatada entre estudos indo de 5.6@@00 foliculos por fémea (Alves, 2014).
Entretanto, até o momento, ndo ha registros dalesta populacéo de foliculos pré-antrais

em asininos.

2.4 Conservacao de tecido ovariano

Para a maior parte das espécies 0s estudos sanzmaglpara estratégias de
criopreservacéo dos gametas masculinos, como naeasjuinos e asininos (Chaves, 2015;
Osorioet al, 2015), caprinos (Silveirat al, 2015) e bovinos (Leitet al, 2015). Em se
tratando de fémeas, os estudos focam principalnmantgopreservacao de oocitos oriundos
de foliculos antrais (Lima, 2016; Polenz, 2016).

Contudo, com o estabelecimento das técnicas depmagéo dos foliculos preé-
antrais, diferentes estratégias de captura dosufodi foram aplicadas, como puncdes
foliculares (Rueet al, 2015; Barros, 2016), biopsias do tecido ovarilnmardi et al,
2013), ovariectomia uni ou bilateral (Leonel, 20b4) colheita do ovario imediatamente
apos a morte do animal (Mattos, 2016). Tais egfi@épermitem a criopreservacdo de
tecidos em temperaturas abaixo de zero, resultandama queda radical da atividade
metabolica com possibilidade de armazenamentwmpgok prazos. Para tanto, € necessaria
a utilizacdo de metodologias apropriadas para naintdanos decorrentes do processo de
congelag&o, como o uso de agentes crioprotetoregsigiforma geral, alteram as condi¢oes
de congelagéo ou substituem liquido intracelulaximizando a formacao de cristais que
danificam fisicamente as células (Mandawetlal, 2016).

Além disso, o0 agente criportetor, deve apresera@cteristicas que permitam
sua retirada do meio celular (Sanatsal, 2008), deve ter baixa toxicidade e suportar as
temperaturas de manutencdo da preservacdo, desttre ®ibstancias estdao o glicerol,
dimetil sulfoxido (DMSO), etilenoglicol (EG), propadiol (PROH), dentre outras.
Entretanto, o uso dos crioprotetores ndo gararsiecesso da operacdo pois cada tipo de
célula responde de forma diferente as mudancaagisifisico-quimicas durante o processo,
especialmente quanto ao ritmo de resfriamento ecgento (Pegg, 2002). Uma vantagem

no uso dos foliculos pré-antrais € que eles venamesentando mais resistentes ao
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resfriamento, dentre outros fatores por conter ueman nimero de gotas lipidicas, se
comparados a o6citos maturados e menor taxa meifdbvatta, 2005).

O processo mais comum de congelacdo ocorre comesinamento lento e
gradativo, controlado por equipamentos, nem seagessiveis do ponto de vista financeiro
ou logistico, dificultando o uso da técnica a caym@®@ uso de baixas concentragcbes de
crioprotetores (Mousset al, 2005). E um processo vulneravel quanto a formeeawistais
de gelo que rompem estruturas celulares (Zhmald@8)2 Alternativamente, vem se
tornando mais comum o emprego de protocolos déacattdo. Este elimina danos causados
devido a formacéo de cristais de gelo durante cgsso de resfriamento. O método envolve
o resfriamento ultra-rapido e o uso de crioproetaem grandes concentracdes, quando
comparadas aos métodos tradicionais, que aumermtdonrda substancial a viscosidade do
meio, 0 que resulta na formacao de um estado yileealtissima viscosidade. Esta camada
€ amorfa e ajusta-se as células, permitindo queestratura permaneca intacta, sem a
formacao de cristais de gelo (Mandawalaal, 2016). A figura 05 mostra de forma
simplificada as diferencas mais significativas e processos tradicionais de congelacao

e a vitrificacao.

Células Inseridas em meio de Células criopreservadas e
vitrificagdo estruturalmente intactas
Temperatura: ambiente Temperatura: -1962C

Vitrificacao

| Resfriamento rapido

Células Originais
Temperatura: ambiente .
Resfriamento lento

\ * .
< @ * *‘*

Congelamento e *
lento ) : , ] ) . ;
Células Inseridas em meio com Agua flui do exterior das células e Cristais de gelo plenamente
crioprotetores inicia-se formagdo dos cristais de gelo constituidos e célula danificada
Temperatura: ambiente Temperatura: -52C Temperatura: -1962C

Figura 05 — Diagrama esquematico comparativo dos métodos de criopreservacao tradicional e a vitrificacao
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O uso da criopreservacao de tecido ovariano pequieapos a descongelacao,
possam ser submetidos a protocolos de maturacdodit®sin vitro, havendo estudos
sobre diferentes estratégias aplicadas em roedwresos e mesmo humanos. A maioria
dos métodos emprega uma abordagem onde os foliptdeantrais sdo selecionados e
desenvolvidos em um ambiente similar aos utilizagos cultura de 6rgdos; apoés
desenvolver-se e adquirir um didmetro maior, s@tucados e cultivados até a maturidade
plena em um segundo ambiente (Fatehial, 2014; Green e Shikanov, 2016) ou
reimplantados para continuidade de fun¢@es repra@dyttécnica que possibilita contornar
danos aos ovarios apoés tratamentos que degradanta@ofreprodutiva como radioterapia
ou quimioterapia, por exemplo (Donnetzal, 2013).

Foliculos contendo odcitos imaturos de éguas aibstaia transvaginal por
puncao guiada por ultrassom foram vitrificados éuna@os pos-descongelamento, com uma
taxa de sucesso baixa, inferior a 20% (Canesil, 2016). Mas estudos com od6citos de
éguas, 10 delas submetidas a tratamento de supeidegstio hormonal (com administracao
de hCG) e 23 sem tratamento, apos vitrificacdosd@achegaram a maturacao no culiivo
vitro, como uma vez reimplantados e fecundados gerao&iospsadios (Maclellaat al,
2002).

Os estudos sobre preservacdo de gametas de ass@oosoncentrados nos
machos, para fins de criacdo de mulas (Dasties, 1985; Gonzaleet al, 2015), mas pouco
se tem estudado sobre a criopreservacao de gafeetiasnos e ainda menos como forma
de favorecer ragas cujo risco de extin¢ao € raain Menério onde o niumero de individuos
decai drasticamente, possuir uma reserva contraladgametas que possam participar de
processos de maturacao e fertilizagéoitro, dentre outras técnicas, permitira o controle

sobre a populacéo e a garantia da preservacaaelocg genético da espécie.

2.5 Crioprotetores

Nas biotécnicas de criopreservagdo, seja por pimeetos lentos, seja por
ultrarrdpidos como a vitrificacdo, o sucesso n&mdio de células ou tecidos viaveis ao

final do processo, depende drasticamente do usol$tancias que favorecam a manutencéo
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da integridade estrutural e, portanto, a viabilgadiante das mudancas fisico-quimicas
decorrentes das mudancas extremas de temperatgtas Bubstancias possuem a
denominacdo geral de crioprotetores, e, se porado dtuam na integridade fisica das
células, por outro, estas podem apresentar toxieidas células em determinadas
concentragdes. Buscar o equilibrio entre a protecadoxicidade € um dos desafios dos
protocolos de criopreservagéao (Fahy, 1986).

Um dos fatores que mais impactam negativamentategridade celular é a
formacdao de cristais de gelo durante o resfriami@amio no meio intra como no extracelular.
Desse modo, limitar a formacgao destes cristais  mueta importante. Na vitrificag&o, ou
formacao do estado vitreo, onde a mudanca de tatmpee drastica, a formacgao de cristais
de gelo é eliminada (Vajta, 2000), ao custo denumiddizar a toxicidade em virtude da alta
concentracao de crioprotetores (Kasai e Mukaidd4 R0

Nestes casos, € comum a utilizacdo de um criopratéb capaz de ultrapassar
a membrana celular, atuando no meio extracelulemunente utilizada, a sacarose, um
acucar neutro capaz de minimizar os efeitos tema@mdicos da criopreservacao, fortalece a
estrutura de proteinas que compdem a membrana gilaaniCarpenter e Crowe, 1988),
favorece a permanéncia da agua no meio extracéEdeden, 2000) e forma uma estrutura
amorfa, vitrea, que comporta-se como um fluidovadtate viscoso, a ponto de confundir-se
com um sélido. Assim, com as distribuicdes moleceli@nica do estado liquido, a sacarose
evita os efeitos prejudiciais da cristalizacdoagtintracelular (Araet al, 1993).

Por outro lado, os crioprotetores intracelulares sdbstancias de baixo peso
molecular, capazes de transpassar as membranagptas a fim de interagir e influenciar
a dinamica dos microfilamentos e microtibulos qoemmmdem a estrutura proteica do
citoesqueleto. O citoesqueleto é uma complexatastrgue se estende pelo citoplasma,
auxiliando na manutencéo da estrutura celularyganizacdo das organelas e no transporte
de substancias dentro da célula (Dobrinsky, 1996)crioprotetores intracelulares mais
comuns sdo o DMSO (Kimet al, 2014, Britoet al, 2017; Gastagt al, 2017), EG (Sheikhi
et al, 2013; Nowaket al, 2014; Kagaweet al 2015), PROH (Sanfilippet al, 2015;
Bandeiraet al, 2015), glicerol (GLI) (Tinget al, 2013), metanol (Sampaio da Sikal,

2016) que podem ser utilizados sozinhos ou em EsEES.
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Os estudos realizados em equinos (Gasttal, 2017) e outros mamiferos de
interesse zootécnico (Ishimetial, 1993; Prentice e Anzar, 2010) tem apontado umarma

taxa de sucesso quando da utilizacdo do DMSO, E&amsociacao dos dois.
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3. Justificativa

Os jumentos Nordestinos nasceram de 500 anos geagéda e manejo humano,

e auxiliaram e ainda auxiliam o desenvolvimento pwo brasileiro, fomentando a
permanéncia do homem no campo, mesmo nos grandedgsede seca.

Do ponto de vista genético, o jumento nordestin@pice do que se deseja num
equideo no que tange a resisténcia a enfermidaolesancia a condi¢gbes climéticas
extremas; aproveitamento dos componentes dos alimentos, mesmo quando de baixa
qualidade, capacidade de longas jornadas de t@luhtre outros caracteres que estao sob
risco de serem perdidos & medida em que a raca passum periodo de desinteresse
econdmico, especialmente por mudancas tecnologidagaléncia das politicas publicas de
agricultura familiar.

Os estudos sobre a fisiologia reprodutiva dos juosgmao apenas os da raca
nordestina, S0 muito esparsos, e quase sempooas machos. Para a caracterizacao
dos foliculos ovarianos pré-antrais nao existestamidivulgado entre a comunidade
cientifica.

O estudo aprofundado da fisiologia da reproduc&tad@ca, no que se refere
ao conhecimento e caracterizacao folicular e atifiteatdo de técnicas de conservacao
gonadal adequada para a espécie, potencializasibiidade de constituicdo de bancos
genéticos para a racga, e favorece a execuc¢do ticiiimas que auxiliam a conservar a
mesma. A MOIFOPA, por exemplo, aumenta o potemepodutivo de fémeas, dado que
um grande namero de foliculos pré-antrais que jgrclaégariam a fase ovulatéria, podem
ser capturados, permitindo seu uso em outras #die reproducdo assistida ou mesmo a
criopreservacéo. Esta por sua vez, permite a coas®y de gametas por um longo prazo, e
a introducdo de agentes crioprotetores permite ammmndice de sucesso nas técnicas. O
uso destas técnicas e aditivos também nunca falatados na literatura quanto a aplicacao
em asininos.

Desta forma, a realizagdo de estudos em fémeasntenjo nordestino, vem
preencher uma série de lacunas necessarias avaigedesta e de outras racas asininas ao

redor do mundo em igual situacéo de abandono @ dis@xtingao.
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4. Hipoteses cientificas

As caracteristicas quantitativas da populagéo tleufos pré-antrais de jumentas da
raca nordestina séo influenciadas pela idade eduespécime;

A vitrificacdo em superficie sélida de tecido ogao de jumentas da raca nordestina
com o uso de diferentes concentracdes e combinagdesleno glicol (EG) e dimetil

sulfoxido (DMSOQO) permite a efetiva conservacao a@metas femininos desta espécie
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5. Objetivos

5.1 Geral

Utilizar a MOIFOPA como ferramenta para o resgatdgimizacao do uso de

gametas femininos oriundos de jument&guus asinusda raca nordestina.

5.2 Especificos

Descrever as caracteristicas histologicas da pggulde foliculos ovarianos
pré-antrais de jumentas da raca Nordestina

Avaliar a influéncia da idade e do peso da jumdlaalestina sobre a reserva de
foliculos préantrais;

Avaliar o efeito dos crioprotetores dimetilsulfoaigDMSO), e etilenoglicol
(EG) nas concentracdes de 3 e 6 M bem como a ag8ocDMSO 3M e EG 3M, sobre a
morfologia, viabilidade, fragmentacdo de DNA e taleaapoptose em foliculos ovarianos

pré-antraisn situ vitrificados de jumentas da raca Nordestina.
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Perspectivas da aplicacao de biotécnicas reprodu#ig para a conservacao e
multiplicagéo de fémeas asininas

Katia Regina Freire Lopés
Alexandre Rodrigues Silva

Resumo

A aplicacao de biotécnicas reprodutivas as divexspgécies tem cumprido diversos papéis,
da salvaguarda de espécies em risco ao aumentmdatipidade no campo. Para tanto
melhorias continuas nestas técnicas surgem comnignta, mas quase sempre voltadas ou
utilizadas nas espécies de maior potencial ecor@roic mesmo para o homem. Com 0s
asininos, uma espécie que vem perdendo espacoosntebanhos mantidos pelo homem,
estes estudos sao limitados, especialmente quamdgacados a outros animais de mesmo
porte ou importancia historica. Esta revisdo derdiura tem por objetivo identificar as
biotécnicas mais relevantes que ja foram realizadasasininos ou que possuem grande
potencial para uso. Do universo das biotécnica®depivas, focou-se naquelas capazes de
recompor ou aumentar populacdes de racas asimmesae de extingéo, para evitar a perda
deste importante patriménio genético.

1. Introducéo

Equinos e asininos, sendo animais do mesmo gém@mresentam muitas
caracteristicas comuns do ponto de vista anato(@Ed TY et al, 1986) e fisioldgico. A
consequéncia deste fato € que ha um grande pdtdaaae muitas biotécnicas aplicadas a
uma espeécie, com sucesso, possam ser igualmemntadagl a outra espécie. Para 0s
equideos, o0 uso de biotécnicas reprodutivas é ietpeate importante para aumentar a taxa
de sucesso de descendentes com caracteristicgaddssesubstituindo coberturas que
naturalmente poderiam ocorrer com dificuldadessertar gametas para uso futuro, neste
altimo caso, auxiliando a conservar espécies sr@ACCHIet al, 2006; QUARESMAet

al., 2015). A atividade econdmica da equideocultui@témente baseada nestas técnicas e
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0 comeércio de gametas mobiliza milhdes em recufgwnceiros e ocupa muitos
profissionais no Brasil e no Mundo (LOOMIS, 200RESSENT; JEZ, 2013; MASERATI
e MUTTO, 2016).

Para os asininos, em particular, além do aprimangonéa espécie, um outro
interesse mobiliza 0 avango da técnica que € aip&mdde muares. Sob a 6tica econbémica,
0S muares hoje ocupam uma posicdo de vanguardad@u@nmparados aos asininos,
inclusive no Brasil (OLIVEIRAet al, 2016). A cruza entre 0 macho asinino e a fémema
produz comumente um rebento com o porte herdadodgee a rusticidade e resisténcia do
macho (CANISSt al, 2010), mas a cruza natural é dificultada pardificas anatdmicas
entre as espécies, especialmente a altura dalterde$ equinos, superior a dos asininos.
Em condic¢des naturais, dificilmente um macho asipossui estatura para cobrir uma égua
e as biotécnicas aumentam as chances de sucessocdesamento (CANISSO, 2008;
CANISSOet al, 2011; ROSS#t al, 2012).

As biotécnicas reprodutivas aplicadas sao diveesd®em consolidadas em
diferentes espécies mamiferas, mas poucas sdadgdias fémeas asininas. Neste sentido,
este trabalho visa descrever, com base na literadisponivel, algumas biotécnicas
reprodutivas com potencial para uso em asininog em uso, que possibilitem auxiliar a
reproducdo assistida, a conservagao de racgas, woleompopulacional em casos de
superpopulacéo ou decréscimo da mesma. Para emdtadestacado aspectos da fisiologia
reprodutiva da espécie, bem como a descricao daica8 ja utilizadas na propria espécie e

em espécies equideas similares.

2. Aspectos Fisiologicos

As Jumentas entram na fase fértil entre 24 e 3@snés vida, e amaturidade
sexual ocorre em torno dos 5 anos, com grandegéarianclusive impactada por fatores
ambientais (BLANCHARZDet al, 1999; PUGH, 2002). Os ovarios dos asininos posse
forma de rim ou feijdo, similarmente aos equinoARDE et al, 1988; KAINER, 1993),
com uma regido concava, claramente definida, erb@ua livre (oposta aquela borda onde
conectam-se vasos, nervos e ligamentos), chamatizssi de ovulacdo. Este formato &
diferente dos demais mamiferos, cujos formatos owisuns sdo o de cachos de uva entre

as multiparas e ovoide entre as uniparas (GE&tTal, 1986). E na regi&o cortical na qual
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os foliculos e odcitos sdo encontrados, conseqguente, a ovulagdo ocorre somente na
fossa de ovulacdo (WAL®&t al, 1979).

O ciclo estral da fémea asinina varia entre 22 @id8 dos quais 5 a 9 dias
compreendem o estro (FIELDING, 1988). Apos o inttas manifestacdes do estro, contam-
se 5 a 6 dias até a ovulagdo (VANDEPLASSGHE!, 1981). Num estudo que acompanhou
50 ciclos, detectou-se a ocorréncia de 55,6%, 42,451,89% para ovulagbes simples,
duplas e triplas, respectivamente (TABERN&Rl, 2008).

A fémea asinina em estro adota comportamento @stachr-se entre as demais
fémeas e chamar a atengcédo dos machos. Entre apaisnposturas, destacam-se: cabeca
baixa com o pescoc¢o estendido & mesma altura dm;dorelhas para tras, paralelas ao
pescoco, abrir e fechar constante da boca, passaas com mais frequéncia, mantém as
pernas traseiras abertas e cauda levantada nutudeatlara de exibicdo do perineo
(MCCORT, 1980). Destacam-se ainda por vocalizar owaror frequéncia e por executar
movimentos de forma mais rapida e exagerada (MCDEININ1998).

Os asininos formam grupos matriarcais errantes enashos fixam-se em
territorios (MOEHLMAN, 1998). Os grupos de fémeafl@tes, que podem chegar a 15
individuos, por outro lado, ndo se fixam num tériit especifico. Eles transitam entre os
territérios dos machos, ou em areas ndo dominadasando sempre as melhores condi¢des
de vida para o grupo. Nao ha padrbes especifictsndgo de permanéncia num territorio
(MCDONNELL, 1998).

Apesar de serem detectadas grandes variacOes agéddulda gestacdo entre
diferentes estudos, que ja observaram periodos 88%re 370 (CRISGHt al, 2014), 360 e
375 (WEAVER, 2012) e 362 a 375 dias (BARR&S, 2012), admite-se que a duracgéo da

gestacao € de aproximadamente de 370 dias.

3. Métodos de controle reprodutivo

A aplicacdo de biotécnicas reprodutivas dependsidaanente dos ciclos estrais
das fémeas pois toda a logistica e sucesso dagéaeda maior parte das técnicas esta ligada
a fase do ciclo. Para aumentar as chances de utiiagedo bem sucedida sdo estudadas
técnicas para alterar a época do estro, sincroaieatro e favorecer a superovulacao.

Para os asininos os ciclos reprodutivos estédo tathes a estagdo do ano (em
virtude de alteracfes climaticas e oferta de alimeigua e abrigo) (BLANCHAREL al,
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1999) e ja foi verificado que o comprimento do @sta primavera e no verdo sao
significativamente mais longos, em comparac¢do camatono e o inverno, sendo o diestro
mais curto no verdo do que nas outras estacoepridavera e verdo, os foliculos que
chegam a ovulacéo apresentam dimensfes maioreasdemais estacoes (CONERAL,
2014). Em regides tropicais, onde as estacoesaoamsao tdo claramente definidas, mas
hé& clara distin¢do entre a estacao chuvosa e n&osh, as jumentas produzem um namero
maior de foliculos na estacdo chuvosa, em compareg® as estacdes secas, sendo 0s
intervalos interovulatérios mais curtos durantstagio chuvosa (LEMMAt al, 2006).

Contudo, a dependéncia da sazonalidade climat&caprsequente sazonalidade
da oferta de alimentacao, agua e diferentes dusalghdias e noites, implica em dificuldades
de manejo de grupos de animais, pois consome esfoeg recursos e impactam
negativamente na aplicacdo de biotécnicas comgeamimacao artificial. Neste contexto,
foram desenvolvidas estratégias para estimulampiirsir os ciclos ou parte dos ciclos, para
gue os animais de um mesmo grupo se mantenham @ancglos o mais fortemente
sincronizados quanto possivel.

Nos asininos, ainda ndo ha métodos consolidadasoparntrole do ciclo estral,

0 que compromete o emprego de biotécnicas comurmitas espécies (GOUDEET al,
2016). O ciclo estral dos equideos é impactado @atgprimentos dos dias e noites, sendo
mais curtos quando os dias sdo mais longos (FIE)IN988). Assim, estratégias de
aumentar artificialmente a duracédo dos dias, ddxars animais expostos a 15 a 16 horas
de iluminacao natural mais artificial, as quais &do utilizadas em equinos para antecipar
ou diminuir o diestro em éguas (MURPHYal, 2014; GOMESet al, 2016) poderiam ter

0 mesmo efeito sobre as fémeas asininas.

Outra estratégia de sincronizacdo dos ciclos erpograe fémeas é alterar o
equilibrio hormonal das fémeas, dado que ha unta fetacdo entre as concentracdes
hormonais e os ciclos estrais. Em equinos, estedos progestagenos de uso oral e
implantes intra vaginais mostram que ambos sdazftcem estratégias de sincronizagéo de
estro, com pequeno destaque ao implante (ALME#DAL, 2001). Além disso, sabe-se que
a prolactina possui efeito de estimulacdo do @sloal e no desenvolvimento folicular nos
equinos (NEQUINet al, 1993), podendo ser administrada diretamente adonexdgeno
(BESOGNETet al, 1997). Em adicdo, o uso de sulpiride ou dompesdantagonistas da
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dopamina, antecipam o fim do diestro em éguas, didaeem que induzem aumento da
concentracdo de prolactina (MABt al, 2009; PANZANIet al, 2011).

A administracdo de hormdnio liberador de gonadotasf (GnRH) em éguas
induz a ovulacdo em até 48 h apods a injecédo (SQEHRAL, 1994). De forma similar, com
a administracao de doses Unicas de lecirelina fuadlogo de GnRH), ocorre uma reducao
significativa no tempo para a ovulacdo bem comdameanho dos foliculos, que foram
maiores, quando comparadas a éguas que nao ranebestimulo.

Por outro lado, além do controle do periodo da apad, a possibilidade de
dispor de multiplos odcitos no ciclo, amplia as ndes de sucesso na biotécnicas
reprodutivas, de modo que a indugédo de multipladagdes seria desejavel especialmente
nos equideos. Contudo, contrariamente a outrasiespe interesse zootécnico, nestes, tais
métodos tém uma eficiéncia muito baixa (SMEEAL, 2012) e mesmo as rotinas ja testadas,
como o uso de horménio foliculo estimulante, gerasultados inexpressivos (MEYERS-
BROWN et al, 2011).

4. Inseminacao Atrtificial

A inseminacgéao artificial (1A) foi a primeira bioteclogia a ser aplicada em
escala global para melhorar o patriménio genéte@mdutividade dos animais de interesse
zootécnico. Da necessidade de aumentar a qualdzieesultados da IA que surgiram
outras pesquisas como criopreservacao, cultivoamesfieréncia de células e tecidos,
regulacéo do ciclo estral e até mesmo a clonag@oTE, 2002).

Em jumentos Poitou, raca francesa em risco degédira inseminacao artificial
utilizando sémen criopreservado proporcionou o imes®o de crias. Contudo a taxa de
sucesso foi considerada muito baixa e atribui-tefato ao efeito toxico do glicerol sobre
0S espermatozoides asininos, pois apesar de farameotegridade dos espermatozoides,
mostrou-se impeditivo para a fertilizagédo e, apa@s sua completa retirada, foi obtido
sucesso na gestacdo (TRIMECHE al, 1998). Estudos comparativos entre cavalos e
jumentos determinaram que sob as mesmas cond&teess de sucesso de fertilizacdo pos-
criopreservacdo em asininos é sempre menor quejeimos, e que 0s asininos sao pelo
menos duas vezes mais sensiveis a toxicidadeaalliseja por danos ao espermatozoide,
seja por efeitos negativos causados a fémea (VIDRMEt al, 2009). Sob as mesmas

condicOes e crioprotetores, a taxa de gestacaogigelacdo do sémen com uso de glicerol
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chega a 53% nas éguas, mas apenas 21% nas juniortasitro lado, a substituicdo do
glicerol por outras substancias, como o dimetitsutfo, dimetilformamida ou dimetil-
acetamida ndo proporcionou elevacao significatimataxa de concepcdo em jumentas
(ROTAet al, 2012).

Em um estudo conduzido com jumentas nordestinasitonou-se a presenca de
foliculos ovarianos antrais e observou-se que quasdnesmos atingem 30 a 35mm, isto é
um indicativo do momento apropriado para a indugdmvulacdo. Para este proposito,
foram utilizadas doses de 1.500 a 2.500UI de gdnaftita coribnica humana (hCG), sendo
possivel a efetiva realizacdo da IA ap6s 24h (BABRGaL, 2012).

Diante de um cenario onde o uso da IA ndo consatijjugir bons resultados, os
estudos mais recentes tém focado no aperfeicoardestprotocolos de criopreservacéo de
sémen. A congelacdo lenta utilizando equipamenta pantrolar a queda gradual da
temperatura tem efeitos superiores ao método marwshumento do numero de
espermatozoides por dose de sémen, quando comp@aeaponos, também melhora a taxa
de sucesso, podendo atingir 93% de concepcao; ingedes profundas nos cornos uterinos

também favorecem o sucesso da biotécnica (OLIVER&A, 2016).

5. Maturagéo e Fertilizagdoin vitro

O uso da fertilizagé@m vitro (FIV) possui como limitagdo o numero de células
reprodutivas femininas cuja obtencdo é mais comaptple as masculinas. Nos equideos,
com a dificuldade de realizar superovulacdes, aahde sucesso da FIV cai drasticamente
(SESSIONS-BRESNAHANet al, 2014). A maturagam vitro (MIV) auxilia a diminuir
este problema a medida em que possibilita a capleram grande numero de odcitos
imaturos e permite, num ambiente controlado, legéalmaturidade, dando continuidade ao
processo reprodutivo (RU&t al., 2015)

Quando comparadas a outros mamiferos, as taxascdess® na maturacgéo
vitro de 00citos equinos séo baixas, com o maximo de @b citos atingindo o estagio
de metafase Il (MIl) (CARNEIRt al, 2001; PEREIRAet al, 2006). As causas deste
insucesso ndo sao claras, mas estudos apontamsperaessivas alteracdes bioquimicas da
meiose (GOUDEt al,, 2016).

Para asininos, um estudo com 3 meios de cultitmtbs e suplementos de FSH

suino, hormdnio luteinizante (LH) equino e fatoratescimento semelhante a Insulina-I
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(IGF-I), mostro a viabilidade ndo s6 da maturagéas também da ativacdo do odcitos
asininos, tornando-os aptos a fertilizagdo (ZH&@l.,, 2011).

No tocante a FIV em equinos, este procedimentdo@ras taxas de sucesso e,
em asininos sao ainda superficiais (GOUDETal, 2016). A capacitacdo inadequada de
espermatozoides sob condi¢cdewitro € comumente apontada como o0 maior obstaculo a
FIV equina. Mesmo com a reprodugéo das condi¢désido do oviduto de forma artificial,
h& pouco sucesso na penetracdo do espermatozaid@citosn vitro (LEEMANS et al,
2016). Contrariamente a FIV tradicional, a injegétoacitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) é replicavel em equinos e possui boas tdragicesso mesmo com espermatozoides
frescos ou criopreservados apresentando baixadaold (RUAet al, 2015). Entretanto, o
procedimento requer equipamento e pessoal esgacialie um custo comparativamente
mais alto que a FIV convencional (SANCHE#al, 2016).

Uma recente tentativa para estabelecer um protadeld1V para asininos
utilizou espermatozoides desta espécie associadts &4 00citos asininos como equinos.
Para tanto, utilizou-se o meio de cultivo tecidi@® (TCM199) suplementado com soro
fetal bovino (SFB) e fator de crescimento epiderfR@E ou EGF - Epidermal growth fator),
conforme adaptado de protocolos utilizados pardvaeim equinos. Os espermatozoides
foram diluidos a uma concentragéo de 5 4riDem meio Whitten suplementado de 5mM
de procaina, para induzir hiperatividade. Compa&dm 0s equinos, este desenvolvimento
apresentou-se mais lento, porém viavel. Mesmo satizar a implantacdo dos zigotos, e
comprovar a eficiéncia em conduzir & prenhez, edesaponta caminhos positivos para a
FIV em asininos (GOUDEt al,, 2016).

6. Tecnologia de embrides

A Transferéncia de embrides (TE), assim como amimss;ao artificial sdo
biotécnicas muito executadas em equideos. Dentrasosnos, esta biotécnica vem
ganhando espaco no fomento de estratégias de cagderde algumas racas (PANZAMI
al., 2012a). Salienta-se que a TE ja vem sendo adédizha bastante tempo em equideos,
especialmente com a finalidade de conservacaopdéeies, usando éguas e jumentas como
receptoras de embrides de cavalos de Przewdiskiuc przewalskie zebras. Equus
burchell)) (KYDD et al, 1985).
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O uso de ferramentas de diagnéstico por imagemecesdmente a
ultrassonografia, € importante no acompanhamengesi@cao para detecgcdo do momento
de coleta e transferéncia do embrido, para awatiamamica folicular e a ecotextura uterina.
Estas ferramentas sdo ndo invasivas e permiterifid@no momento adequado da colheita.
Com isso, a técnica possibilita a colheita do eathrjue em jumentas ja foi executada com
sucesso através de lavagem uterina com Ringetd&ctquecido a 37°C, sendo todo o
liquido drenado e filtrado por material aproprigdwa reter o embrido (COELHO, 2010).

Em asininos a taxa de gestacdo subsequente a diEsSg&lerada baixa quando
comparadas a outras espécies. Fatores como babiaidade dos embrides, sensibilidade a
meios de cultivo, qualidade das receptoras, simgrentre estros da doadora e receptora,
lutedlise por liberacdo de prostaglandina [ 2GF2) devido a manipulacdo da cérvix na
passagem transcervical, sdo possiveis fatoresaedains ao baixo sucesso (CAMILLED
al., 2010). No entanto, um estudo utilizando embresrinos comprovadamente viaveis
por meio de transferéncias ndo cirdrgicas propoaioresultados de 50% de taxa de
gestacao, compativel com equinos (PANZANAL, 2012b).

Estratégias para aumentar a taxa de sucesso nantalenvolvem a inducéo
do estro, nas fémeas doadoras para aumentar o emlodeeembrifes disponiveis, nas
receptoras para que haja garantias de que as Oendile recepcdo serdo as melhores
possiveis no ato da transferéncia, ou mesmo naosizacdo dos ciclos. Em asininos
algumas substancias tem resultados comprovadosp apntuprostiol e o dinoprost
trometamina (BOTTRELet al, 2016). Outra estratégia comum € estimular arsupkacao,
geralmente com uso de hormonio foliculo-estimul@iR&H) mas os resultados em equideos
ndo tem o mesmo impacto que tem em outras es8iESERS-BROWNet al, 2011).

Por serem hibridas, resultado do cruzamento eqti@@s e asininos, as mulas
sdo consideradas inférteis, mas possuem cicloaiestgulares e todos os fenbmenos
enddcrinos a eles relacionados. Desse modo, évpbssiliza-las como receptoras de
embrides tanto de éguas (DAVIES al, 1985) como de jumentas (GONZALEH al,
2015), resultando no nascimento de filhotes sauslave

A criopreservacdo de embrides aparece como impgertErramenta para
salvaguardar o germoplasma de espécies ou ragasedesse zootécnico ou ameagadas.
Neste sentido, foi conduzido um estudo comparatorm embrides de éguas e jumentas,

testando os procedimentos de vitrificacéo por sigesoélida e congelacao lenta utilizando
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como crioprotetor uma solucdo a base de metanopilpnoglicol e sacarose. Assim,
demonstrou-se que os embrides de jumentas respand#rar a vitrificacdo, apresentando
menor injuria celular apos a congelacéo, diferertégendos embrides de égua que parecem

Ser mais sensiveis ao processo e por isso sofresasrdanos (PEREZ-MARIKt al, 2016).

7. Outras biotécnicas

A Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos @wars pré-antrais
(MOIFOPA) surge como ferramenta para conhecer allpofio de foliculos ovarianos de
uma espécie, auxiliando na conservacdo de umaey@ardela de odcitos que durante a
foliculogénese naturalmente seriam perdidos. Elssiste no resgate dos foliculos, sua
manipulacdo imediata ou conservacao por resfriaan@mtcongelamento e no cultivo dos
oocitos a fim de leva-los a maturacédo e a fecurddEEGUEIREDOet al, 2007). A
MOIFOPA atende a pelo menos trés aspectos relevgate o estudo da reprodugéo: o
conhecimento mais profundo sobre a foliculogénesdetalhes da fisiologia reprodutiva de
espécies e racas; melhoria do desempenho de haaeécde reproducdo assistida e
consequente possibilidade de favorecimento de glsstde caracteristicas genéticas de
rebanhos de espécies de interesse zootécniceori@eracao de populagdes de mamiferos
em risco de extingdo ou em queda brusca de sudagapu

A MOIFOPA j& foi aplicada em diversas espécies n&sha relatos de seu uso
em asininos, e mesmo em equinos os relatos sdesesc€GOMES; SENEDA, 2015),
apontados por pesquisadores, como uma biotécrsea explorada no futuro (LISBO#ét
al., 2016). O mesmo afirma-se quanto aos asininpecegmente considerando-se o grande
namero de ragas em risco de extingao.

Clonagem é um termo geral que se refere a prodigampias de individuos
geneticamente idénticos utilizando técnicas desteméncia nuclear de células somaticas
(TNCS) (KEEFER, 2015). Muito embora as técnicasssérias para a aplicacdo da TNCS
em asininos, como a maturacgéovitro e a ativagao artificial, ja tenham sido descritas
(ZHAO et al, 2011) ndo sao conhecidas pesquisas que apliquaiquer estratégia de
clonagem para este grupo de animais.

A TNGS, entretanto, ja foi utilizada para produrina mula clonada (WOODS
et al, 2003). Uma linhagem celular de fibroblastos dadbr foi estabelecida a partir de um

feto de mula de 45 dias. Os odcitos foram coletadosguas quarto de milha por aspiracao
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folicular guiada por ecografia transvaginal, tratadom hialuronidase para remover células
do cumulus pelos quais obtiveram-se 334 od6citos manipuladibsstes, 305 foram
transferidos para as fémeas equinas receptoratiareto em vinte e uma (6,9%) gestacoes.
Percebeu-se neste estudo que embrides mantidosadogt em meio com concentracdes
elevadas de célcio estabeleceram prenhez que mi@mivse além do 45° dia, resultando no
nascimento de uma mula masculina viva, represeatanth taxa de 0,3% de sucesso, a
partir de uma gestacéo de 346 dias que culminoupasto natural (WOODSt al, 2003).

O sucesso deste estudo abre possibilidades paf@maaiaxa de sucesso para clonagem em

equideos e favorecer a primeira clonagem em asinino

Consideracoes finais

Muito embora 0s asininos sejam uma espécie anagaajetoria humana é
pouco estudada e pouco valorizada nos dias a@@isudo ha a disponibilidade de diversas
biotécnicas, algumas ja consagradas em seu usaas @spécies, que permitem nao so
conhecer melhor a espécie como também planejatégas de conservacao e melhoria
genética. O emprego de biotécnicas nos asininate pavilegiar o reconhecimento da
espécie, 0 ressurgimento como espécie de interesgedmico ou simplesmente a

conservagéao de racas que podem vir no futuro adegoo ser humano.
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Abstract

This study aimed to characterize the ovarian foldic population and to determine its
correlations with the weight and age of donkeyhefNortheastern Brazilian breed. A total
of 10 females with a mean age of 5.1 + 3.2 yearseeveelbmitted to ovariectomy by
videolaparoscopy to obtain the ovaries. In the datooy, the ovaries were sectioned into 6
to 12 fragments of approximately 7 mm in diametdrch were fixed in Carnoy, dehydrated
in increasing concentrations of alcohol (85%, 95% absolute), clarified using xylol and
finally included in blocks of histological paraffifhe blocks were cut in sections qin7
and each 120th section was mounted on a slidebfeergation under optical microscopy.

The follicle counting and identification allowedetkharacterization of the population of the
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preantral follicles, counted in 21.135 + 10.821gmteal follicles, of which, 91.32% are
primordial follicles, 8.25% are primary folliclema 0.42% are secondary follicles. No
differences were found between the ovaries reggrttia follicular population (P> 0.05).
There was a rate of 9.77% of degenerated follidlatues of 0.99% of follicles containing
two oocytes were also identified and classifiednadtioocyte follicles, always in the
primordial category. The thickness of the granulosalayer was 1.85m + 1.39, 3.5um
+2.08 and 21.8om £ 17.27, for primordial, primary and secondaridtes, respectively.
There was a significant inverse correlation (r 660 P <0.001) between the age of the
animals and the population of ovarian folliclesnégative influence of the weight on the
ovarian follicular population was also observedewlvery thin or very heavy. It should be
pointed out that this was the first study to ddseithe morphometric characteristics and
estimation of the population of preantral ovarialidles in Northeastern Brazilian breeds,
showing that this is negatively influenced by tlge af the animals and may also be affected

by nutritional problems.

Key words: Jennies; Folliculogenesis, Oocyte; Ov@nanulosa cell.

1. Introduction

In spite of a world population estimated at 44 iwill animals (Food and
Agriculture Organization, 2016), of the 194 docuteerbreeds (Domestic Animal Diversity
Information System, 2016), some donkeys are nodomgxistent and others are in real

danger of extinction. Among these, we highlight Bieanda breed in Portugal (Quaresma,
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2015), the Catalan breed in Spain (Jordana, 200é)Amiata breed in Italy (Cecchi et al.,
2006), the Baroque breed in Austria (Méndez e8I03) and the Istarski breed in Croatia
(Kugler et al., 2008). In Africa, the cradle of day lineages that live in all parts of the
world, there are practically no more wild breedividuals (Zewdie et al., 2015), and in
Brazil, the Northeastern breed's population is eeptially reduced each year (Salles et al.,
2013; IBGE, 2016; FAO, 2016). The imminent riskeatinction of several donkey breeds
highlights the need to study the reproductive pblggly of the species, allowing the

application of appropriate reproductive managerpengrams.

In relation to their reproduction, the equids pres®me peculiarities in relation
to the other mammalian species. Their ovary is lgcand, unlike ovaries of other
mammals, the cortical region in which the follickasd oocytes are found is located in the
central part of the organ, while its connectiveuis and vessels are found in its outer layer.
Consequently, ovulation is limited to a specifigiom, called the ovulation fossa (Walt et
al., 1979). In donkeys, details on the quantitatime morphological characteristics of the
population of ovarian follicles are unknown. Thigfarmation is important for the
consolidation of assisted reproductive techniqéésI(s) that support greater knowledge of
the species as well as favor strategies of assisfgdduction. In mares, for example, this
knowledge allowed the reproduction between animdgeat commercial and genetic value
to be preferentially carried out with support of P&R(Flores et al., 2012; Severo, 2015),
revealing details such as the need for hyperaativatf spermatozoa as a success factor in
in vitro fertilization (McPartlin et al., 2009) and allownapplications of complex
techniques, such as vitro fertilization of mature ovarian follicles vitro (Zhang et al.,

1990).
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In equidae, the number of oocytes available fotdaioniques is very small
because of the characteristics of the animals,Usecthey are uniparous and few follicles
reach maturity. Another limiting factor for the easch is the limited number of slaughters
(Gomes and Seneda, 2015) and the low yield of sup&ation techniques (Logan et al.,
2007). However, preantral follicles, which reacimsteof thousands in many species,
including equines and make up the majority of tikdular population (Telfer, 1996), can
supply this demand. Since the preantral follicles available in large numbers, their use
would be advantageous for the preservation of genomaterial and the development of
new individuals from these oocytes (Leonel et2015). Knowing the distribution pattern
of the germinative reserve included in the preamdthcles of the donkeys would allow the

formation of germplasm banks and subsequent mighifgbn of animals.

The scientific literature on the reproduction ofnlleys is scarce, but some
physiological aspects have already been identiBedh as sexual behavior (Henry et al.,
2009) and characteristics of the estrous cycles gestation (Pugh, 2002). To our
knowledge, details about the population of preanfidlicles of the female donkey,
especially of the Northeastern Brazilian breed,ehagver been described. Therefore, the
objective of this study was to present the estiomatind characterization of the population
of preantral follicles of the donkeys of the Nodktern Brazilian breed, and to establish

relationships between these characteristics andéight and age of the animals.

2 Materials and Methods

The experiment was conducted at the Animal GermplaSonservation

Laboratory of the Universidade Federal Rural do iSéndo (LCGA-UFERSA), Mossoro
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Campus, in the State of Rio Grande do Norte, Brégfl2'10.2"S 37°10°39,1"W). All
experimental procedures were approved by the Et@osimittee on Animal Use of

UFERSA (Opinion CEUA/UFERSA No. 08/2014).

2.1 Animals

The experiment used female donkeys from the fedagilway stray animal
capture by the Federal Highway Police of Brazitha federal highways that cross the city
of Mossor6/RN (05° 11' 15" S, 37° 20" 39" W), ire thortheastern region of Braazil,
characterized by a semi-arid climate with a highewdeficit, concentrated precipitation in
a few months of the year, and an average annualeeture above 27°C (Marengo, 2010).
None of them presented signs or behaviors thatldeeiperceived as estrus or gestation, as
evidenced by ultrasonographic examination. Theseaala were quarantined at the facilities
of the Laboratory of Internal Veterinary MedicineMVI-UFERSA), receiving food and
waterad libitum Female donkeys had a mean age of 5.1 + 3.2 ye@ngnum of 1.6 and
maximum of 10 years), estimated by the dental féanad the equines (Silva et al., 2003;

Dias, 2013) and a mean weight of 105.2 + 18.6 kigrifnum of 75 and maximum of 130

kg).

2.2 Material collection and processing

After a 12-hour fast, the females were submittedatbilateral ovariectomy
procedure by videolaparoscopy (Walmsley, 1999; K&§)12). As such, ten pairs of ovaries

(n = 10) were obtained, identified as left or rifjisim each animal and transported from the
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surgical center to the laboratory in minimum essémedium at room temperature within
30 minutes. In the laboratory, the ovaries werehedsn 70% alcohol for 10s, measured
with a universal analog caliper (150 mm, 530 Seiatutoyo Corp., Mitutoyo, Japan), and
weighed on a digital analytical scale (FA2104n, Bexisa, Curitiba, PR, Brazil). The
gonadosomatic index (GSI) was calculated basederequation GSI = ovarian weight /
animal weight x 100 (Kenagy and Trombulak, 1986nna 2009). Subsequently, the
ovaries were fractioned in approximately equal fnagts, totaling from 6 to 12 fragments
per ovary, according to the volume of the orgache®ith about 7mm in diameter. Then the
fractions were fixed in Carnoy for 18 hours andrestioin 70% alcohol until histological
processing. To do so, the fragments were dehydnatedreasing concentrations of alcohol
(85%, 95% and absolute) at regular intervals ofcddwified using xylol for 3 hours and
finally included in histological paraffin blocks @6°C. The blocks were cut in sections of
7um (Alves et al.,, 2015) with the aid of a microtonfeeica RM2125RT, Leica
Microsystems Inc., Bannockburn, IL, USA) and thides were assembled in intervals of
120 sections, according to the protocol described@dahill et al., 1979; Carrijo Jr. et al.,

2009). The slides were stained with hematoxylinreasd analyzed.

2.3 Morphological evaluation of preantral follicles

The slides were evaluated under a light micros¢bigkeon Eclipse E200, Nikon
Corporation, Japan), with 40x enlargement, by withehfollicles and other structures of the
ovary were observed. For registration and subseaqasisultation, all areas of the fragment
that had structures of interest were photographgda bhigh-resolution camera (11,9

MegaPixels) coupled to the objective of the lightmoscope.
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The preantral follicles (PAF) were identified arldssified as primordial (oocyte
surrounded by a single layer of pavement pre-gomaukells); primary follicles (oocyte
surrounded by a single layer of cubic-shaped gomautells) and secondary follicles (oocyte

surrounded by two or more layers of cubic-shapedgosa cells) (Silva et al., 2004).

The PAF were further classified according to thawmrphological integrity as
normal or degenerate, according to Silva et aD420T he follicles were classified as normal
when they contained a regular-shaped oocyte arfdrancytoplasm as well as organized
granulosa cells. No follicles with discontinuity thfe granulosa cell layer or disorganized
granulosa cells, pynotic nucleus and foreign bodigisin the follicle (Santos et al., 2006)

were considered intact.

The follicular dimensions (oocyte nucleus diamebegyte diameter and follicle
diameter) were obtained based on the photograigzaa using ImageJ software (National
Institute of Health, USA) (Schneider et al., 20I®)e thickness of the granulosa cell layer
was calculated by the difference between the diarsedf the follicle and the oocyte
(Domingues et al., 2004), divided by 2 (since thenglosa cell layer is distributed around

the oocyte, it is cut twice by the transverse liokthe follicle diameter measurement).

2.4 Estimation of the population of preantral follicles

In order to evaluate the follicular population, fw@antral follicles (PAF) were
counted for each of the preantral laminae. Prinabyg@rimary and secondary classification
were performed, and the diameter of the nucleheé¢ follicles was also measured. This

equation PF = (nFo . nS . xC)/(nSo . dO) was usechatculate the follicular population
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(Driancourt et al., 1982), where the estimated patn of preantral folliclesKP) is
obtained by the ratio between the product and timeber of follicles observed in the slide
readings 1fFo), the total number of sections in which the Fragimeas cut S and the
thickness of the cutx(C), divided by the product of the number of slideattwere read

(nS9 and the mean diameter of the oocyte nucld@.(

2.5 Statistical Analysis

Data were expressed as the mean and standardideviall quantitative data
were collected and organized into tables using d&icft Excel software and analyzed
statistically using SAS software (SAS Universityitieoh, SAS Institute, Cary, NC, USA).
Pearson's correlation coefficient (r) was calculate verify the existence of correlations
between the age and weight of the animals, andiasvanorphometry and follicular
population. The positive r values were considelieectly proportional and negative r values
were considered inversely proportional (Figueiredibo and Silva Junior, 2010; Hauke and
Kossowski, 2011), and values in the confidence maggeater than 5% (P <0.05) were

adopted as significant.

The comparisons of the follicular population amdmg follicular classes, as well
as the comparisons between the follicular, oocyteraiclear diameters among the follicular
categories were made through one way ANOVA, andStinelent’s t test. The results were
expressed as mean and standard error. The valuescaasidered statistically significant

when P <0.05
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3. Results

Despite the difference in mass and size betweene sowmaries, macroscopic
anatomical alterations that indicated diseases weteobserved. Most ovaries (70%)
presented a kidney shape (Figure 1A), however,te8% of the ovaries presented a discoid
shape (Figure 1B) in which it was possible to vigeaa laterally expanded structure with

the concavity facing downwards.
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Figure 01 - A) Ovary of jennies of the Northeastern Brazilian breed with reniform shape; B) Ovary of jennies
of the Northeastern Brazilian breed with a discoid format;

The mean weight of the ovaries analyzed was 11.8.Z g and the mean length
was 32.3 £ 8 mm. These data are detailed in tabl&l@e Pearson's correlation test revealed
no statistically significant relationship betweée body mass of the animals and the weight
of the ovaries (r = 0.15 and r = 0.14, respectivigy the left and right ovary). Under the
same test, ovarian weight was directly proporticimathe female's age with a low but

statistically significant correlation (r = 0.30 ftbre left ovary and r = 0.37 for the right).
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Table 1 - Estimated age (EA - years), Weight (kg)rphometry of ovaries (Length x Mean
Width [LxW - mm] and Weight of ovary [Wo-grams]) @mgonadosomatic index (GSI; %)
of Northeast Brazilian donkeys.

Left Ovary Right Ovary
Animal EA  Weight Wo LxW Wo LxW GSI
Al 25 112.0 4.0 26.0x9.9 4.0 26.0 x 11.60.007
A2 10.0 75.0 21.4 458 x31.2 22.6 38.4 x 25.70.059
A3 1.6 80.0 9.8 31.0x20.5 6.3 31.0x13.50.020
Ad 2.0 100.0 11.5 35.8x20.1 10.5 35.4 x 16.90.022
A5 9.0 125.0 5.9 31.9x16.3 6.7 25.5x17.50.010
A6 7.0 110.0 7.5 26.3x 16.6 8.0 28.0x 18.00.014
A7 2.0 110.0 5.0 25.6 x16.5 3.2 24.3 x 11.30.007
A8 8.0 120.0 7.6 31.5x15.9 5.9 24.7 x 15.50.011
A9 6.0 130.0 40.0 52.5x35.6 37.7 49.5 x 29.40.060
A10 3.0 90.0 3.7 26.3x12.9 4.8 31.7x11.40.009
Mean+ 5.1+ 1052+ 11.7+11.2 30.0+x13.011.0+109 28.2+11.6x 0.020
SD 3.2 18.6 x17.7 9.7 152+x74 £0.02

Light microscopy revealed absence of follicles @esy small number of follicles
in the ovaries of three females, such as in therofdmale, which had no viable or
degenerated preantral follicles. Still, a fourtinéde (table 01 - A9) presented a very low
follicle count (5 times lower than the average).eia these facts, all the slides of these
animals were evaluated, but not included in théssiizal process, representing 7 ovaries

excluded from the total of 20.

The primordial PAFs (Figure 2A) were identified as oocyte flanked by a
commonly dispersed layer of pavement or pavemeanitde cells that are sparse, which are
supported by a basement membrane. In this catefgdiigles containing two oocytes were
identified, being characterized as multioocitarlidtes (Figure 2B). The primary follicles
(Figure 2C) presented a single and organized lafygranulosa cells around the oocyte and
the secondary follicles (Figure 2D) have an oosyterounded by two or more concentric

layers of cuboidal granulosa cells.
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Figure 02 - Preantral follicles and the different thicknesses of the granulosa cell layers: A) primordial follicle;
B) Multioocyte primordial follicle; C) primary follicle; D) secondary follicle. Optical microscopy with 40x
magnification.

The morphometry of the follicles, oocytes and nuajeouped by category, is
expressed in Table 02. A statistically significaifterence was found between the mean
diameters of the nuclei of the secondary follielad the others (P <0.05). The mean follicle
granulosa layer thickness was also measured, mriggm 1.8 + 1.4um for primordial

follicles, 3.6 = 2.1um for primary follicles and 21.8 + 17,8n for secondary follicles.
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Table 2 - Morphometryun) of the oocyte nucleus, oocyte and ovarian fielidy category,
as well as the size of the granulosa layer in dlieclies of the Northeastern donkeys.

Follicular Diameter (um) Granulosa
category Nucleus Oocyte Follicle layer
Mean+SD  166+22 26952 30.6 £ 6.0
Primordial 18+ 1.4
fimordial” Range) (11.2-21.6) (16.0-409)  (16.6-50.4) —°
oo Mean:SD 160 £48 281:66 349 x83  _
Y (Range) 89-421)  (12.2-59.9)  (195-768) ~ 7%
Mean+SD 26.8+165 39.4+206  70.6+43.4
+
Secondary ¢ ange) (125-76.7)  (164-932) (27.37-171.2f 8 %173

ab.cy/alues with different subscripts in the same coiware significantly different (P <0.05)

A total follicular population of 21,135.3 + 10,646preantral follicles was
estimated, with a predominance of primordial fédigc(91.3%), as detailed in table 03. There
was also no significant difference between thetr{gh.9%) and left (45.1%) ovaries in the
follicle population (P> 0.05). Of the total estiradtfollicles, 91.2% were classified as
normal, and 8.8% were degenerate. The detailingtaihe morphological integrity of the
follicles in each follicular category is expressedable 04. It should be noted that, among
the primordial follicles, the presence of thosessified as multioocyte follicles (1.4%)

(multioocyte follicle — MOF) (Figure 2D) was idefiid.

Table 3 - Estimate of the population (Mean = Stadd2eviation) of preantral follicles in
the ovarian pair of Northeastern breed donkeys.

Follicular Right ovary Left ovary Follicular Population Percentage of
categor follicles (%)
Primordia  1087¢7+783.6° 84222+ 653€7° 19.30(9+ 1082..9° 913
Primary 682.4+1271.0° 1061.8 + 98¢€.8" 1.7453+ 15229" 8.2
Secmdary 524+ 12.8¢ 365+ 430°¢ 889+ 480°¢ 04

Total 116146 + 303¢.1 952(.6 £ 252:.2  21.13.3+ 10.64¢.1 10C.0

abcyalues with different subscripts in the same caluare significantly different (P <0.05)
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Table 4 - Morphological integrity of preantral oiar follicles of Northeastern donkeys,
distributed by follicular category and presencenoitioocyte follicles (MOF).

Primordia Primary Secndary
Abs % Abs % Abs %
Norma 17391.8 £+575.62 901 15316 +95t92 87.7 889452 10C0
Degenertec 1647.0 + 1407.8° 85  21z7+18.8° 122 0.0+C0 0.0
MOF 25€.1 +1924° 1.3 0.00 +C.0C 0.0 0.0+C0 0.0
Total 1930(.9 +1082:.9 10C0 1743 +152.9 10C.0 889+4&5 1000

abcyalues with different subscripts in the same caluare significantly different (P <0.05)

A strong and significant inverse correlation (rG=66; P <0.001) was observed
between the variables: age of the animals and attthriotal number of follicles (Figure 03).
According to this, the older the individual, theadlar the population of preantral follicles
is. The same correlation was identified for thettoakyte follicles (Age x MOFs), resulting
in an inverse and statistically relevant relatiopgh=-0.78; P <0.001). Detailed results of
the correlations between age and weight of the alsiamd morphometry of the ovaries and

number of follicles are shown in table 05.

Table 05 - Correlations between weight and age withphometry and ovarian follicular
population variables in Northeastern Brazilian jesn

Age Weigh
Left Ovary Lengt 0.11: 0.04¢
Right Ovary Lengtl 0.421* -0.061
Average Ovary Leng 0.301* -0.00z
Left Ovary Width 0.364* -0.07¢
Right Ovary Widtt 0.11: 0.14:
Average OvanWidth 0.481* 0.021
Left Ovary Weigh 0.300* 0.15¢
Rigth Ovary Weigh 0.367* 0.14¢
Average Ovary Weig| 0.329* 0.15<
Gonaomatic Inde: 0.402* -0.15¢
Estimated Follicular Populati -0.571** -0.665%**
Estimated Normi Follicles -0.555** -0.673***
Estimated Degenerat Follicles -0.564** -0.501**
Estimated Multioocytdollicles -0.781*** -0.847***

*P <0.05; ** P<0.01; ** P <0.001.
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Relationship between age
and Estimated Follicle Population
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Figure 03 - Correlation between ages and estimated ovarian follicular population of donkeys of the
Northeastern Brazilian breed.

4. Discussion

Most of the ovaries collected in this study haeriform shape (kidney or bean
form), with a concave area, clearly defined onfriée border (opposite the border where
vessels, nerves and ligaments connect), calleduhkation fossa, similar to that observed
in mares (Aarde et al., 1988; Kainer, 1993). Thrsfat is different from the other mammals,
the most common of which are: grape clusters oripaubus, and ovoid or almond, within
the uniparous. The presence of antral folliclesatfSiollicles), luteal bodies and albicans
bodies in the ovarian fossa momentarily alter theps of the ovary, making it discoid due

to the increased volume in this area (Pierson, 10@&racken et al., 1999).

The mean length of the jennies’ ovaries (32.4 +r@m or 3.2 £ 0.8 cm) was
similar to that of bovines (between 3.0 and 4.5 @dgscimento et al., 2003), about half the
size of ovaries of mares (7.0 to 8.0 cm) (Ley, Q0@ greater than the length of the ovaries

90



of swine (2.0 to 3.0 cm for animals weighing 90140 kg) (Oberlender et al., 2014). When
the mass was evaluated, the mean weight of theesvaas 11.3 + 10.8 g, similar to cows
(10.0 to 20.0 g), suggesting a similar density,dothan the mean weight of the equine
ovaries (40.0 to 80.0g) (Hafez, 2004), and gretitan the swine ovaries (3.8 to 4.7Q)

(Oberlender et al., 2014).

For the first time, GSI (0.020 + 0.02) was deterwiim asinine female. This index
refers to the ratio of the weight of the gonadghe total weight of the animal. When
measured in males, it provides a dimension of theme of ejaculate, number of covers or
aptitude of the male in dealing with the harengpecies where this phenomenon occurs. In
females, it allows sizing of the oocyte availapiliLanna et al., 2013) and ovarian maturity
(Nath et al., 2016). The GSI is not commonly meagun production or domestic species,
but evaluated in wild species such as the Pampagdazama americanthat had the GSI
value determined at 0.03 (Meireles et al., 2018)ranuses with values found between 0.006

and 0.450 (Lanna, 2009).

The population of preantral follicles of NortheastBrazilian donkeys, estimated
at 21,135 +10,641.1, presents an equitable digiab between the ovaries. This population
is lower than that reported for equines, with aydaton of approximately 30,700 follicles
per ovary for mares and 41,100 follicles per ofaryonies, both of European breeds, when
a methodology similar to that adopted in the prestrtdy was used (Driancourt et al., 1982).
The distribution pattern of preantral follicles the different primordial, primary and
secondary categories was similar to that obsemdtie other domestic species, with the
highest number of follicles observed in the primakdategory, followed by the primary and
secondary follicular categories (Lucci et al., 1908rrijo Jr. et al., 2009; Silva-Santos et al.,

2011; Praxedes et al., 2015). Considering the oateg the number of primordial follicles
91



for donkeys was also smaller when compared to largees (30,400 primordial follicles)
and ponies (40,800 primordial follicles) (Driancbet al., 1982). Despite the phylogenetic
proximity between donkeys, equines and ponies, known that the follicular population
can vary widely from species to species and evéndsn the races of the same species; in
addition, it can be influenced by hormonal concaidns and age (Burns et al., 2005), and

the influence of the latter was markedly showrhia present study in donkeys.

In monovulatory species, the development of fatkécis commonly described in
three phases. In the first phase, a large voluniofordial follicles is activated (Ginther
et al.,, 1997), signaled by the proliferation of rgrsa cells around the oocyte and
enlargement of the oocyte, reaching the primarylated the secondary follicle stage (Hafez,
2004). Several oocytes participate simultaneourstiieé early stages of folliculogenesis, but
most enter into atresia during the process (MihthEawans, 2008). Thereafter, there are two
other phases: follicular recruitment, where foiglpass from secondary to antral, and
selection, where one or a few follicles are setkaad which will evolve and later be
available for fertilization (Driancourt, 2001). &l donkeys in this study, the findings always
indicated a decreasing number of preantral foliddg follicular category, compatible with

this physiological process initiated with the retnent of the reserve of primordial follicles.

During folliculogenesis, the follicular morphologgyaltered, as the oocyte grows
and the surrounding cells multiply and differergiéBristol-Gould and Woodruff, 2006),
giving rise to different follicular types. In faat the present study, a progressive increase
in the mean diameter of the preantral follicleshaf Northeastern donkeys (primordial: 30.6
um; primary 34.9 um and secondary 70.6um) and efgthnulosa layer thickness of the
follicles (primordial: 1.8 um; primary 3.6 pum, arsg¢condary 21.8um) was observed,

compatible with the progression of follicular dem@inent (Figueiredo et al., 1993). With
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the continuous development of the structures optkantral follicle during folliculogenesis
(van den Hurk and Zhao, 2005), the oocyte andutdenis are naturally expected to follow
the same trend, also observed in this study (pdmbrl6.6 + 2.2um; 16.0 = 4.3um, and
secondary 26.8 £ 164om). A study using methods of preantral folliclelegmn in mares
using filters of 50 to 30@m identified follicles between 90 and 1pfh without, however,
classifying them as primordial, primary or second@relfer and Watson, 2000), which
allows for evaluating that, based on data from shisly, the preantral follicles of mares are

larger than those of donkeys.

In 76% of the donkey ovaries, among the primorddalicles, multioocyte
follicles containing two oocytes were identifiechélpresence of this follicular type has been
documented in several species of mammals, suahsigeep (87.5% (Oliveira et al., 2017),
in cows (41% (Silva-Santos et al., 2011), in bikc(.7% (Payan-Carreira and Pires, 2008)
and in sows (6.4% - (Stankiewicz et al., 2009))n&ally, follicles with this characteristic
are usually excluded from FP studies (Westergataatl,2007). The presence of primordial
follicles with more than one oocyte, a result of ttevelopment of granulosa cells around
more than one oocyte (Tingen et al., 2009), is liseaidence of poor follicle formation
due to hormonal imbalance (Kipp et al., 2007), @negs or not of proteins (Su et al., 2013)
or merely a probabilistic result, before a largember of follicles being formed

simultaneously (Telfer and Gosden, 1987).

Granulosa cells involve oocytes and have an impbeadocrine role in follicular
development, releasing various substances suchraasoglycans, glycosaminoglycans,
hyaluronic acid and chondroitin sulfate (Clarkeakt 2006). The increase of the granulosa
cell contact with the oocyte marks the beginningtltd production of some of these

substances, in addition to initiate the supportthdse extra-follicular substances that
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culminate with the formation and filling of the ami (Lima et al., 2016). Thus, the study
of granulosa cell volume may lead to an understanpdi the complex phases of follicular
maturation and, in this sense, the ovarian fokidlave been routinely classified based on
the appearance, distribution, arrangement, and auofliheir granulosa cells (Lundy et al.,
1999). Most studies value granulosa cells in twgsvay counting the number of cells in a
cross-section (Almeida et al., 2012; Alves et2015) or by measuring the thickness of the
layer of cells that surround the oocyte (Domingeesal., 2004). In the present study, we
opted for the second alternative, through whichuesl compatible with follicular
development were identified, showing differencesneen the primordial and primary
follicles, which would be compatible with the orgeation of the first layer of granulosa
cells that go from a pavement format to a cubamdaddition, a marked growth of the
granulosa layer was seen from the primary to tleersgary follicles, demonstrating the
proliferation of granulosa cells that starts fromsiagle layer to several layers, before the

antrum begins to form (Hatzirodos et al., 2014).

In this study, it was identified that the age of thonkeys presents a significant
but low influence on the weight of the ovaries devicing that as the animal becomes older,
there is a slight increase in ovarian weight (r.300and P <0.05 for the left ovary and r =
0.37 and P <0.05 for the right ovary). Age also hadmpact on ovarian morphometry,
particularly on the mean length (r = 0.301, P <p&d the mean width (r = 0.480, P <0.05)
of the ovaries. In addition, it was also evidentteat age negatively influences the follicular
population in donkeys (r = -0.57, P <0.01). Morepvke older female donkeys (10 and 9
years old) were excluded from the estimation offtikcular population because they did
not present any ovarian follicles. In addition, #&mto bitches (Telfer and Gosden, 1987;

Payan-Carreira and Pires, 2008), there was a gigntfreduction in the occurrence of MOFs
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with the advancement of donkey age (r = -0.78; P&D. In fact, it is known that, during

the reproductive life of mammalian females, withvaacing age, the phenomenon of
reproductive senescence, which corresponds toraakeein the number of ovarian follicles,
culminates in the depletion of the follicular resepool (Zuckerman, 1951; Picton, 2001).
These results point to age as a criterion for #lection of donkey females to perform

biotechniques involving preantral follicles, theefarence being for younger females.

Another interesting fact observed in the presamdysivas that nutritional status
also influenced the number of follicles observedankeys, both in animals with low weight
and in overweight animals. The heaviest animahé&group (animal 9: 130kg-23.8% above
mean) had a reduced preantral follicle populatioont (5 times less than the mean),
consistent with the correlation found in this stuzBtween the weight and the estimated
population of preantral follicles (r = -66, P <01)0In contrast, animals weighing below the
group average (animal 2: 75 kg-29% below averagk ammal 10: 90 kg-15% below
average) had no viable preantral follicles on ahthe analyzed slides, possibly impacted
by a negative influence of malnutrition. Indeedvesal studies report that the nutritional
status and the weight of the animal, both at thpeupand lower extremities, affect
folliculogenesis by altering the number of follisléhat reach advanced stages of maturity
(Lashen et al., 1999; Chan et al., 2015; Day, 2@#astic reductions in the amount of food
(Nolan et al., 1998), obesity (Nteeba et al., 2Gt) other food imbalances (Boland et al.,
2001) affect the entire reproductive cycle of salepecies of mammals, especially

folliculogenesis.

Apparently, this is the first quantitative recoridtlee ovarian follicles of female
donkeys of the Brazilian Northeastern breed. Incse of species in population decline or

risk of extinction, as is the case of Northeastand other breeds of donkeys, a greater
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success rate in terms of the development of coaservstrategies is reached when the
reproductive physiology of the species is well knoWvhen establishing the estimate of the
follicular population of the Northeastern breedyvitro studies of gamete and maturation
banks of oocytes may be initiated starting fromnavwn number of available oocytes,
making it easier to estimate the resources needpdrtorm the techniques. In addition, the
information generated in this study allows us tpesstocks of oocytem vivo since a
relationship between the populations and the agdsaeights of the females of the breed
was established. The latter data serves as a fprifigure studies to recommend the use of
younger females and with good body score, becahsg present larger estimated
populations. In addition, this experience with Nedstern Brazilian donkeys may serve as
a basis for similar studies with other donkey bseatrisk, or even in breeds without risk,
but with great economic potential, such as the R#¥gad in Brazil. By establishing the
minimum knowledge about the population of preanti@licles, necessary for the
development of biotechniques that allow the maiatee of genetic diversity and facilitate
reproduction, it will be possible to save breedssiablish new levels of rational and ethical

exploration of donkey breeds.

This study described, for the first time, the manpietric characteristics and the
population of the preantral follicles of donkefg(lus Asinus)f the Northeastern Brazilian
breed It can be concluded that the ovarian folliculapplation decreases as the animal
grows older, and it is negatively impacted by rigtnal problems, since both animals with

very low and very high body scores have lower ¢olar populations.
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Vitrification of ovarian tissue of Brazilian Northeastern donkey breed Equus asinu$
using different cryoprotectants

KRF Lopes, ECG Praxedes, LB Campos, MB Bezerral iGla, MVA Saraiva, AR Silva
Laboratory of Animal Germplasm Conservation — LC@jversidade Federal Rural do Semi-Arido —
UFERSA, Mossoro, RN, Brazil.

Contents

The aim of this study is to assess a vitrificapootocol for asinine ovarian tissue, to preserve
preantral follicles using different cryoprotectasolutions, composed of various
concentrations (EG 3 or 6M) of dimethyl sulfoxide ethylene glycol isolate, or as a
combination (DMSO 3M plus EG 3M). Ten pairs of dearBrazilian northeastern breed
jennies were obtained through videolaparoscopycaniical fragments were submitted for
solid surface vitrification (SSV) using each cryojgctant solution. The ovarian tissue was
evaluated for follicular morphology and viabilitsell apoptosis (TUNEL technique) and the
presence of nucleolar organizing regions in grasailoells (AgNOR technique). After
thawing, the percentage of normal preantral fabcwas significantly reduced in the
vitrified ovarian tissue fragments compared toftesh control (P <0.05). When comparing
treatments, the use of DMSO 3M (81.7 = 37.5%), B@ B3.7 + 27.4%) and the
combination of both DMSO 3M plus EG 3M (81.8 + #%)Ballowed a greater percentage
of follicular survival in contrast to DMSO 6M (694816.5%) and EG 6M (72.3 + 18,0%)
(P <0.05). When vitrified using the DMSO + EG condtion, a higher percentage (62.5 +
29.1%) of viable follicles (trypan blue) was obssavin relation to the other vitrification
treatments (P <0.05). The TUNEL technique iderdifieat all treatments tested showed
DNA fragmentation in the follicular cells, exceptthe case of the DMSO 3M plus EG 3M

treatment. When evaluating the presence of NORsigmificant differences were observed
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in the amount of NORs between the fresh and \attifjroups using DMSO 3M plus EG 3M
(P >0.05). Thus, we concluded that the combind@ibft5O 3M plus EG was more efficient
for the vitrification of ovarian tissue taken frofaquus asinus allowing adequate

preservation of PAFS morphology, viability, DNA eégfrity and cell proliferative capacity.

Introduction

Asinines have a significant space in human his{&gsselet al. 2008), but
nowadays they are being abandoned due to the mpdeon of rural activities.
Consequently, several endemic asinine breeds dferisg a drastic reduction of their
population, especially in Europe and the Ameridésgler et al 2008). In Brazil, the
population of the Northeastern breed has exporibriavered each year (IBGE 2016).

In order to safeguard the valuable genetic matexiabndangered breeds of
donkeys, it is crucial to develop germplasm barmkenable the preservation of the main
source of female gametes found in the ovariesptkantral follicles (Santost al 2007),
isolated (Carrollet al. 1990) or included in the ovarian cortex (Demietial 2001).
However, the preservation of ovarian tissue isyalwological challenge because it contains
many cell types and specific extracellular matrmponents (Hovatta 2005). Thus, it is
necessary that cryopreservation protocols are sefideto guarantee the later use of the
reproductive cells and the subsequent productidreafthy animals (Santes al. 2007).

Tissue vitrification offers many advantages forabiplogy, but is challenging to
achieve in practice, as it requires extremely fambling rates and intracellular water
replacement by permeating cryoprotectants agema) @t high concentrations (Lornage

al. 2006), which may result in significant cytotoxffects (Santost al. 2010). CPAs have
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physical and chemical functions in the tissuer@tefreezing conditions, in particular, with
the formation of ice crystals (Asgaat al 2015) without intoxicating cells in the process
(Moutthamet al 2015). Choosing the right CPAs is essential, Wwislsould involve prior
evaluation of the benefits of the chosen substanckiding the permeability of the
membranes, CPA concentration, the perfect matchyojprotectant effect and toxicity, the
possibility of combination with other CPAs, amonthers. Listed on most used CPAs,
Ethylene glycol (EG) and dimethylsulfoxide (DMSOpve been tested at various
concentrations and applications, from mice (Nadisal 1997) to humans (Ayet al. 2010).
Moreover, in equines, a species closely relatatbtikeys, the combination of DMSO and
EG has been effective in showing minimal toxic efffeon immature oocytes (Canestral
2017).

Therefore, the objective of this study is to conepidue effects of different CPAs,
in different concentrations or in combination, de witrification of asinine ovarian tissue.
The present study is designed with the aim of dgueg a protocol to preserve the female
donkey fertility with consideration of the imminensk of extinction of many breeds of

donkey.

Materials and Methods

Animals

All experimental procedures have been approvedhbyBthics Committee on
Animal Use of UFERSA (Opinion CEUA/UFERSA No. 08121). Ten free female donkeys
captured on federal highways in Brazil by the Fadelighway Police were used for the
experiment. These animals were quarantined in &eattdle outdoor facility of the

University, receiving food and watad libitum
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None of the females presented signs or behaviatstuld be perceived as estrus
or gestation, as evidenced by ultrasonographicggnécological examination. Individuals
had a mean age of 4.5 + 3.2 years, estimated dethal formula of the equines (Dias 2013)

and a mean weight of 102.5 + 11.8 kg.

Material collection and processing

Following a 12-hour fast, the females were submhittea bilateral ovariectomy
procedure by video laparoscopy (Ragle 2012). Rdiovaries (n = 10) were collected and
transported from the surgical center to the lalmoyah minimum essential medium (MEM)
at room temperature within 30 min, and washed am@®% alcohol for 10s and twice with

phosphate buffer saline (PBS).

Subsequently, the pairs of ovaries were divided agproximately 24 fragments
(3mm x 3mm x 1mm) destined to the experimentalquait(Figure 1). Two fragments were
immediately fixed in Carnoy to evaluate the follemumorphology and proliferation of the
granulosa cells; another fragment was fixed infoanaaldehyde for later analysis of nuclear
integrity (TUNEL); and another one was subjecthe tsolation protocol to evaluate the
viability of the follicles, constituting the contrgroup. The other fragments were subject to

the solid surface vitrification process.
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10 Animals

Ovary Pairs

3mm x 3mm x 1Imm Fragments

Control group

EG 3M
EG 6M
DMSO 3M
DMSO 6M
DMSO 3M + EG3M

|

Solid Surface Vitrification

|

Storage in N2 (2 months)

Thawing

Figure 01 — Experimental design

Solid Surface Vitrification (SSV)
Ovarian tissue cryopreservation was conducted douprto a solid surface

vitrification procedure described by Carvakiaal., 2013. A vitrification solution composed
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of MEM supplemented with sucrose (SAC), 10% fetalibe serum (FBS) and CPAs was
used. As experimental groups, DMSO and EG wereedestdividually at 3M or 6M
concentration, or in combination (DMSO 3M plus EK3)3

Six ovary fragments per experimental group wereosgd to the respective
vitrification solution for 5 min. Fragments wereethdried on sterile gauze and placed on a
solid surface — an aluminum foil — in contact witfuid nitrogen (). After vitrification,
the fragments were placed in cryotubes and stamed cryopreservation storage tank
(Carvalhoet al 2013) for 1 week. Samples were heated at roonpeesture (25°C) for 1
min, followed by immersion in a water bath at 37€5s. Cryoprotectants occurred were
removed by three consecutive washes in MEM (5mippEmented with 10% FBS and
decreasing concentrations of sucrose (0.50, 0.82D#). Finally, vitrified fragments were

subject to the same analysis as conducted ondkk tontrol group, described as follows.

Morphological analysis

To evaluate the morphology of PAFs, fresh andfiettifragments were allocated
for histological processing and classified as ndiwnaegenerated (Silvet al. 2004). These
fragments were fixed in Carnoy for 12h and dehtan increasing concentrations of
alcohol (70%, 85%, 95% and absolute) at regularvais of 1h, diaphanized using xylol
for 3h and finally included in histological paraffiThe blocks were cut intquih sections
with a microtome (Leica RM2125RT, Leica Microsysteimnc., Bannockburn, IL, USA) and
each 5th section was assembled on slides, staiitedhematoxylin-eosin and analyzed

under light microscopy (400x - Nikon Eclipse E28likkon Corporation, Japan).
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Viability analysis

Fresh and vitrified ovary fragments were subjed¢tethe mechanical procedure
for follicular isolation (Figueiredet al 1993). The suspension obtained was centrifuged fo
10min and in to the precipitate was added qfL16f Trypan Blue (0.4%) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) at 25°C. After 5min, saemplwere evaluated under inverted
microscopy and PAFs were classified as viable winstained, and not viable when stained

blue.

Detection of cellular apoptosis

For the purpose of this study, the Fluorometricniiaal Deoxyribonucleotide
Transferase-mediated dUTP Nick-end Labeling (TUNE&L$tem kit was used according to
the manufacturer's instructions (Promega Corparatibladison, Wisconsin, USA).
Fragments of the control and treatment groups sidxinito SSV were fixed in
paraformaldehyde for 24h and dehydrated in incngasbncentrations of alcohol (70%,
85%, 95% and absolute) at regular intervals ofcldrjfied using xylene for 3h and finally
added to histological paraffin blocks at 76°C. Dhacks were cut into sections girf with
a microtome (Leica RM2125RT, Leica Microsystems.,Iigannockburn, IL, USA) and
mounted on poly-L-lysine treated slides (Starfréstittel, Germany).

The slides were immersed in xylene, rehydratedecrehsing concentrations of
ethanol, fixed in 4% paraformaldehyde and mixeghosphate buffered saline (PBS) twice
for five minutes. After washing, the samples weneiersed in 20g/mL proteinase K (37°C,
10min). The slides were then incubated with alS@UNEL kit reaction mixture and
incubated at 37°C for 60min in the dark, in a hufréd chamber. As the internal positive

control, sections were treated with 10units/ml D&a@nvitrogen, Carlsbad, CA, USA) in
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1mg/ml BSA for 10min before incubation with the THN reaction mixture to induce
nonspecific breaks in DNA. The negative controtises consisted of omitting the terminal
deoxynucleotidyl transferase enzyme. The slidegwssunted with an aqueous mounting
medium for preserving the fluorescence of the &ssith DAPI (Abcam Inc., Cambridge,
MA, USA). Follicles were considered as having framted DNA when oocytes were
detected with a green-colored nucleus and grandeks Immunostaining was evaluated

using a fluorescence microscope (Nikon, Eclipse BOkyo, Japan).

Assessment of cell proliferation

We estimate cell proliferation ability only in theesh control group and in the
experimental group that provided the most efficigmeservation of ovary follicle
morphology and viability with reduced evidence pbptotic signs. To this, the silver (Ag)
nitrate impregnation method was used to quantify tlumber of nucleolar organizing
regions (NOR). To perform the AgQNOR technique, @matissue fragments were fixed in
Carnoy solution and subject to conventional higmal processing. The blocks were then,
the blocks were sectioned atub and the sections were immersed in 1% potassium
metabisulfite (3min). The slides were impregnatéth wsilver nitrate (2:1 colloidal solution)
in a darkroom (30min) and then placed in a solubbisodium metabisulfite (3min) and
sodium thiosulphate (3min) to allow impregnationtlod silver nitrate. For quantification,
the follicles were observed under optical microsc100) and the NORs of all nuclei of
the visible granulosa cells were counted accorthran adapted protocol from Casétoal
2011. To quantify the NORs, all granulosa cellsifrall follicles of each of the treatments

were identified and counted.
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Statistical Analysis

Results were expressed as mean and standard de\aatl evaluated using SAS
software (SAS University Edition, SAS Institute, rgaNC, USA). The normality of
distribution and homogeneity of variance were eatdd by the Smirnov-Kolmogorov and
Bartlett test, respectively. The comparison betwegrerimental groups was performed by
one-way ANOVA followed by the Student's t-test. Med were considered statistically

significant when P <0.05.

Results

A total of 1.080 PAFs were analyzed (~ 180 per gjoirhe morphologically
normal PAFs found in fresh or vitrified groups (&g 2ABC) showed spherical oocyte,
with the nuclei occupying most of the cytoplasm pnoditioned centrally or eccentrically in
the oocyte. The granulosa cells were organizednarthe oocyte, forming concentric layers.
After the vitrification process, the main changésearved in all groups consisted of oocyte
retraction, detachment of granulosa cells frombidieement membrane and pyknotic oocyte
nuclei.

After thawing, the percentage of morphologicallymal PAFs was significantly
reduced (P < 0.05) in all experimental groups caegbto the control group (Table 1). When
comparing treatments, the use of individual DMSO @MEG 3M and the combination of
DMSO 3M plus EG 3M provided the most efficient mestion of asinine ovary follicles

morphology (P < 0.05).
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Table 01 — Analysis of morphology and viabilityasfinine preantral ovarian follicles before
(control) and after solid surface vitrification (Susing dimethyl sulfoxide (DMSO) or
ethylene glycol (EG) isolate at different concetinas or in combination (DMSO or EG).

Normal Morphdogy (%) Viability (%)
Contro 945+5.¢ 90.6 £5.¢
DMSO 3M 81.7+37.° 554 +21.©
DMSO 6M 69.8 + 16.° 49.2 +14.19
EG 3V 83.7 £27.° 52.9+32.¢
EG 6M 72.3 +18.¢ 57.1+27.°
DMSO+EC 81.8 +46.° 62.5 +29.°

ab, cdgyperscript low case letters in the same coluditéte significant differences among rows (P <0.05)

Figure 02 — Morphology of Preantral follicles: Control group (A: normal and A ': degenerate); vitrified groups
containing DMSO 3M (B: normal and B ': degenerate) and DMSO 3M plus EG 3M (C: normal and C":
degenerate). Scale bar: 50um (A and A’); 25um (B,B’,Cand C').
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As demonstrated in Table 1, a higher percentageable asinine follicles was
observed in the fresh control (90.6 + 5.0) in congmm to the vitrified groups (P < 0.05).
The use of the combination of DMSO and EG (62.59#1p provided the most efficient
preservation of PAFs viability when compared todkiger CPAs (P < 0.05).

For the analysis of apoptosis by TUNEL, only fdé with visible oocyte nuclei
were analyzed. A control for the evaluation kit vestablished (Figure 3A negative and
Figure 3A’ positive), as well as the fresh congobup (Figure 3B and 3B’, negative and
positive, respectively). A positive TUNEL reactimdemonstrated for the group containing
DMSO 6M, which indicates apoptosis of granulosdsdéligures 3C and 3C’). A negative
TUNEL reaction is shown for the group containing ®DMSO 3M + EG 3M combination

(Figures 3D and 3D").
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Figure 03 — Analysis of apoptosis in sections of ovarian donkey tissue (Equus asinus) using the TUNEL
apoptosis detection kit: Negative control (A); Positive control marked with DAPI (A’); Negative control of kit
(B); Positive control of kit (B’); Group vitrified with DMSO 6M (C and C’- positive reaction); Group vitrified
with DMSO 3M + EG 3M (D and D’- positive reaction). Arrow: follicles. Scale bar: 50um
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Through AgNORs analysis, we identified 1.79 + 1.ORE/cell in the fresh
control group (Figure 4A). Based on its efficiemeyhe previous analysis, we identified that
the combination of DMSO + EG (Figure 4B) was alsdejeffective in preservation 1.89 +

0.7 NORs/cell after vitrification in comparisonttee control group (P > 0.05).

Figure 04 - Nucleolus-organizing regions (Ag-NORs) in asinine ovarian preantral follicles. Fresh control (A);
vitrified using the combination DMSO 3M + EG 3M (B). Scale bar: 10um.

Discussion

We have demonstrated, for the first time to ourvikedge, the vitrification of
ovarian tissue taken from donkeys. Among variotsficiation techniques, SSV has been
successfully used for different species such asmeafCarvalhcet al 2013) mice (Fatelat
al. 2014), and wild rodents (SILV&t al 2017). Despite these significant advances oldaine
including the birth of healthy individuals afteitnfication and transplant of ovarian tissue
(Bordes et al 2005), the vitrification techniques need to bgusid and improved,
especially regarding the determination of the nsagaible CPAS to be used. In this context,
microscopic examination of asinine preantral ftdschave demonstrated the possibility of
preserving more than 80% normal asinine preanttbties after SSV using DMSO or EG

at a 3M concentration, alone or in combination,ahidemonstrates promising results.
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Similar results for ovarian tissue cryopreservatising EG 3M were recently
reported for a species closely related to asinieguine, in which 76.1 + 6.1%
morphologically normal PAFs were obtained afterrifittation (Gastalet al 2017).
However, the PAFs for horses seem to be more sengit DMSO, which is different from
asses where both cryoprotectants when isolatebe&aunpported, that dramatically reduced
normal morphology after vitrification, 40.9 + 14.8%astalet al 2017). Such differences
regarding the sensitivity of CPAs could be attrdzlto the fact that membrane properties
such as water loss from the tissues and, consdguéhé parameters of membrane
permeability of ovarian cells from these two specidiffer (KARDAK; LEIBO;
DEVIREDDY, 2007)

In the present study, higher concentrations of DM®@ EG (6M) increased the
percentage of degenerated asinine PAFs compamati¢o treatments, probably due to the
toxic effect of the ACPs in such a concentratiorepBnding on the amount of EG
metabolized, the glycolic acid formed by its melam exceeds the cell's natural buffering
capacity, leading to a reduction in pH with consagucellular acidosis, resulting in the
formation of glycine and oxalic acid (Carneyal 1999). Despite the fact that DMSO is
considered to be relatively non-toxic (Wustenedral 2008), it has been shown to have a
significant toxic effect on the morphology of owari germ cells and cell proliferation
depending on the concentration (Cecaetral 2004; Liet al 2016).

According to Fauquet al (2007), the viability test using trypan blue stahould
be routinely used as a quality control method fear@n cryopreservation procedures. On
this basis, although DMSO 3M and EG 3M, eitherpalor in combination, provided a high
rate of morphologically healthy follicles after wiication, the viability analysis revealed

that the interaction between the DMSO 3M plus EG @&whbination promoted the most
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effective preservation of asinine ovarian follicleability (62.5 = 29.1%) following
vitrification. This could probably be due to sufént permeation of the cryoprotectants into
the ovarian tissue and the reduction of osmotesstrit therefore could improve the success
rate of cryopreserving the follicles (Ghavaghial 2015).

In fact, to reduce the deleterious effects of CRA®d for vitrification, a
combination of different substances has been used astrategy to decrease total
concentration of CPA without impairing its cryopgotive capacity (Wustemaat al. 2008).
Thus, different types of CPAs have been used inbtoation to reduce toxicity and improve
post-thaw ovarian tissue quality (Sugistetaal. 2016). Among them, the mix between EG
and DMSO, using sucrose as the external CPA, hes Hemonstrated to improve the
preservation of ovarian follicles (Sheildtial 2013), as demonstrated in the case of donkey
ovarian tissue in the present study. Similarly, ¢coenbination between DMSO and EG is
also effective for the preservation of ovarianuessn agoutis (Praxeded al 2015) and
buffalos (Mahmouget al 2010).

Furthermore, we have not found DNA fragmentatiossé@ssed by TUNEL) in
cells derived from asinine ovarian follicles viiedl with the combination of DMSO + EG,
similar to that found in the fresh control groupisl known that the maintenance of DNA
integrity is also a strong indication of folliculartegrity, as demonstrated in the case of
rabbits (Netcet al. 2008), rats (Fattet al 2013), and mice (Leet al. 2015). On the other
hand, the presence of apoptotic cells in asininé-#vas evidenced in all the other
treatments subject to vitrification. We believettkize isolated use of CPAs under lower
concentrations (3M) is not able to prevent celldamage and consequently, apoptosis,
caused by the cryopreservation process. In contheshigher CPA concentrations(6M) may

increase risk of a toxic effect on the cells, legdio the occurrence of apoptosis. In general,
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when a cell is subjected to stress conditions sasaxposure to an inadequate concentration
of CPAs and cooling/thawing procedures, the imbaddretween the ROS/antioxidants can
induce DNA double-strand breaks (DSBs) (Nowiekial 2004), which may lead to cell
apoptosis (Franket al 2010).

The cellular proliferative activity in ovarian tigs of donkeys was evaluated only
in the control group and in that vitrified with @mbination of DMSO and EG, which
provided efficient results according to the pregi@nalyses. The NORs are segments of
DNA that transcribe the ribosomal RNA which, inrtuis later translated into protein,
forming ribosomes. The ribosomes, when linked t@ tRNA messenger, form
polyribosomes, which are responsible for the sygithef all proteins in humans, including
proteins that will form new cells (Junqueira andr@#o 2013). For this reason, NORs are
directly related to cellular proliferative activitlf has been reported that the amount of NORs
found in cells is directly proportional to cell fiferation, that is, the greater the proliferative
activity of the cell, the greater the quantity o®ORs observed (Rivero and Aguiar 2002).
After the identification and counting of NORs, tteame amount of NORs were observed by
cells from the control follicles and those vitrdién the combination of DMSO + EG. This
demonstrates that the proliferative capacity of cbkbs was unaffected after vitrification
when using a combination of CPAs, which was setkatethe most suitable treatment for
asinine ovarian tissue cryopreservation.

In conclusion, we suggest that ovarian tissue takem donkeys can be
efficiently preserved through a solid surface fittation technique using a combination of
DMSO 3M and EG 3M. Present results obtained frorazlian Northeastern breed of
donkey are encouraging and highlight the possjbitit establishing the protocols for

freezing the genetic material derived from otherdamgered breeds of donkey, leading to
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the formation of germplasm banks that can providatemal for developing other

reproductive assistance techniques to multiplyehesuable animals.
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10. Conclusdes

» A estimativa populacdo de foliculos pré-antraigutieentas Equus asinusda raca
nordestina segue uma correlacdo inversamente piopal e estatisticamente
significativa (r = -0,57P <0,01) entre a idade dos animais e a populac@o de foliculos
ovarianos. Observa-se ainda uma influéncia inveesénproporcional do peso
sobre populacéo folicular ovariana: quando o estadacional se encontra muito
abaixo ou acima da média, h4 impactos na populagd@special neste ultimo (r =
-0,66 P <0,001). Com este cenario, determina-se que paracagfbd de biotécnicas
reprodutivas como a Moifopa, deve-se priorizar fésnasininas jovens e com bom

score corporal.

O tecido ovariano de jumentagquus asinusda raca nordestina podem ser
preservados de forma eficiente atravées da vitglioceem superficie sélida utilizando
solugéo de vitrificagcdo composta de etileno gli@®G 3M) associado a dimetil
sulfoxido (DMSO 3M). Os resultados obtidos sédo ememlores e suscitam a
possibilidade de estabelecer protocolos de criepragsdo de material genético
advindo de outras racas de jumentos em risco deért favorecendo a constituicdo
de bancos de germoplasma e fornecendo materiab pisenvolvimento de técnicas

de reproducao assistida para multiplicar estegesbs animais.
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Consideracoes e perspectivas

A pesquisa desenvolvida permite ampliar os horeoricerca da aplicacdo das
biotécnicas reprodutivas em jument&@us asinusespecialmente diante do fato que
muitas ragas, inclusive a Nordestina, encontraiseberisco de extingdo. O conhecimento
acerca da populacdo de foliculos pré-antrais bemoca definicAo de uma estratégia de
criopreservacao dos mesmos, permite vislumbraliGagfo das biotécnicas ja aplicadas em
outras espécies ou mesmo o desenvolvimento desagpecificas.

O conhecimento construido permite ndo somente tGdasoestratégias de
manutenc¢do do patriménio genético, na formacamdeds de germoplasma, mas também
na implementacdo de centros de reproducdo da esgtencializando a formacédo de
rebanhos, especialmente na recomposicéo de popslagieacadas.

Os estudos realizados na raca nordestina, tem eygaoténcial de aplicacdo em
outras racas de asininos, mas néo encerram o feneproducao entre 0s asininos nunca
foram prioridade das pesquisas teoricas e aplicgexipalmente quando comparadas a
outras espécies de interesse zootécnico. A apticigautras biotécnicas importantes, como
a maturacadn vitro ou mesmo outras metodologias de criopreservagéag ado inéditas

na espécie e merecem ser o foco de pesquisassfutura
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Castracio quimica de mamiferos machos: revisio
Chemical castration of male mammals: review
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Resumo

A castracdo quimica, foco da presente revisdo, ¢ um procedimento nido invasivo, que promove
alteracdes definitivas nas estruturas do aparelho reprodutor masculino e, consequentemente, leva a redugio total
ou parcial da produgio de espermatozoides, 0 que causa disfungio reprodutiva. Muitas substincias ja foram
testadas em diferentes espécies, ¢ ha uma unanimidade entre os autores em descrever a quimiocastragdo como
um procedimento de menor custo ¢ mais seguro, se¢ comparado a métodos cirurgicos tradicionais (orquiequitomia
e deferenctomia), sem, contudo, atingir grandes niveis de eficacia. Além de conceitos, serdo explorados os
resultados de diversos estudos para fundamentar essas afirmacoes.

Palavras-chave: contracepcio, intratesticular, ndo cirirgico, quimiocastragio.
Abstract

The chemical castration focus of this review is a noninvasive procedure that promotes definitive
changes in the structures of the male reproductive system leading fo total or partial reduction of sperm
production, causing reproductive dysfitnction. Many substances have been fested in different species and there is
unanimity among the authors who describe the chemiocastration procedure as a safe lower-cost option when
compared to traditional surgical methods (orchiectomy and vasectomy) withoul, however, reaching the same
levels of effectiveness. Besides concepls, the resulls of several studies will be explored to substantiate these
claims.

Keywords: chemicastration, contracepion, intratesticular, non-surgical.
Introdugio

A condi¢do natural de reproducfio pode ser interrompida por diversos motivos. Nos animais de
produgdo, a castragdo tem sido promovida visando ao ganho de peso, num espago de tempo mais curto (Costa et
al., 2002) ou a outras vantagens econdmicas ¢ de manejo. Nos animais de companhia, a castracdo pode ser
indicada para tratar desvios de comportamento (Vinke et al., 2008), ou para controle populacional, naqueles de
vida livre nas areas urbanas (Shochat et al., 2010). A escolha de uma politica que priorize machos ou [€émeas (ou
ambos) ¢ determinante para o sucesso da estratégia de controle. Quando as fémeas copulam preferencialmente
com o macho mais apto, a castracdo do macho ¢ mais adequada (Knipling, 1959). Este modelo ¢ bem
consolidado ¢ matematicamente descrito (Berryman, 1967).

Uma andlise historica da literatura pode fornecer subsidios para uma visdo mais completa sobre os
métodos de contracepcdo, neste caso focando os métodos quimicos, para buscar a confirmacio de fatos
normalmente enunciados, como a economia, a praticidade e o melhor conforto para os animais (Cohen et al.,
1990). De posse desta visdo histérica e contemporanea, deseja-se observar que caminhos sio mais promissores
para cstudos futuros.

Métodos contraceptivos

Os métodos contraceptivos podem ser classificados sob diferentes aspectos. Quanto a4 durabilidade do
procedimento, o efeito pode ser permanente, quando a funcio reprodutiva ¢ abolida, ou temporéria. Neste
ultimo, ha técnica de reversio, ou o efeito contraceptivo ocorre durante um espago de tempo limitado (Speroff e
Darney, 2010).

Adicionalmente, os métodos podem ser cirirgicos ou ndo cirtirgicos. Os primeiros, invasivos,
comumente sio mutilatorios, por extrairem componentes dos sistemas reprodutivos do paciente (Johnston et al.,
2001), e necessitam de cuidados pré e pos-operatorios especificos (Slatter, 2003), como qualquer procedimento
cirurgico.

Nos machos, a orquiectomia bilateral, que consiste na remog¢io dos testiculos (Howe, 2006), ¢ a
deferentectomia, ou vasectomia, que se baseia na interrupgdo dos canais deferentes (Andrade et al., 1998), sdo os
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métodos mais difundidos. No caso da deferenctomia, alteragdes comportamentais e fisicas, relacionadas a
esteroidogénese, ndo sio inibidas (Johnston et al., 2001).

Nos métodos ndo cirlrgicos, sio utilizadas substincias que inibem processos da func¢io reprodutiva ou
que impedem que gametas viaveis sejam produzidos. Por motivos diversos, do custo a preocupagio com o bem-
estar animal (Prunier et al., 2006; Von Borell et al., 2009), os métodos nio cirurgicos vém sendo estudados e
aprimorados, especialmente nos tltimos anos.

Métodos de castragdo ndo cirirgicos em mamiferos machos

Trés grandes classes de métodos nfo cirirgicos sdo descritas, sendo elas a terapia hormonal, a
imunoesterilizacio e a esterilizacdo quimica (Oliveira et al., 2012), que diferem entre si pelo mecanismo de acdo
no organismo. Esta classificagio € aceita universalmente, embora alguns considerem como nio cirurgicos
métodos como o estrangulamento do corddo espermatico e a morte das células testiculares, com eldstico de
borracha (Becker et al., 2012) ou uso do burdizzo (Dnekeshev ¢ Kereyev, 2013).

Na terapia hormonal, busca-s¢ a queda da qualidade seminal pela redugio na concentragdo de
espermatozoides, utilizando-se progestigenos, andrégenos ou agonistas de hormoénio liberador de gonadotrofinas
(GnRH; Johnston et al., 2001). Muito embora os progestagenos sejam mais comumente usados para o controle
da fertilidade feminina (Burke e Reynolds, 1975), o acetato de megestrol ¢ o acetato de medroxiprogesterona
(MPA) sdo também usados para machos (Wright et al., 1979). A teratozoospermia sugere efeito do MPA
diretamente sobre a fun¢fo epididimdria, e seu uso em associacdo a testosterona gera efeitos ainda mais rapidos
(Johnston et al., 2001). Contudo, progestigenos sio contraindicados devido a efeitos adversos, como supressao
adrenocortical, alteragdes no metabolismo da glicose e desenvolvimento de tumores maméarios ou outros tumores
malignos de natureza diversa (Asa e Porton, 2005).

O uso de andrégenos ¢ considerado como mais eficaz que o de progestdgenos. Eles atuam na supressio
da liberacdo de LH e FSH e na diminuicdo da concentracdo de testosterona intratesticular, com consequenie
bloqueio ou diminuicio da espermatogénese. Entre os efeitos colaterais associados, apontam-se dermatite
seborreica, disfungdes hepaticas, obesidade € mudangas comportamentais. Os androgenos sdo fortemente
contraindicados em animais pré-puberes, dadas as alteragdes em conformagdes 0sseas (Gray et al., 2001). O uso
de progestagenos, assim como o de androgenos, ¢ considerado reversivel (Poli et al., 2009).

Outra abordagem consiste em influenciar a secrecio das gonadotrofinas pela aclio de agonistas ou
antagonistas do GnRH. Existem firmacos com diferentes apresentacdes e sdo reversiveis com a suspensio do
tratamento (Bowen, 2008). O sucesso no uso de implantes em cdes (Ludwig et al., 2009) e em furdes
(Schoemaker et al., 2008) ja foi demonstrado, assim como o de injecdes em gatos (Levy et al., 2004).

A imunoesterilizagdo possui uma agdo diferente da terapia hormonal, pois leva o organismo a produzir
acdo imunoldgica a elementos essenciais na espermatogénese. As técnicas mais utilizadas e estudadas envolvem
a producdo de anticorpos contra 0 GnRH ou o LH, tanto em animais de produgio (Pirard et al., 2002) como de
companhia (Purswell ¢ Kolster, 2006).

Castracio quimica

O termo esterilizagdo ou castracdo quimica vem ganhando destaque, inclusive na imprensa, pois ha
diversos paises que consideram seu uso como pena a condenados por crimes sexuais (Ponteli ¢ Sanches Jr.,
2011). Neste caso, o termo inclui o uso de qualquer firmaco que induza a castra¢do, inclusive a
imunoesterilizagio e, principalmente, as terapias hormonais (dado que o controle hormonal limita também a
libido). Contudo, a castragio quimica refere-se ao uso de elementos que geram inflamacio, fibrose e dano fisico
definitivo as estruturas do aparelho reprodutor masculino, especialmente nos ductos deferentes, nos epididimos e
nos proprios lesticulos, reduzindo a espermatogénese ¢ a concentracdo sérica de androgenos (Kutzler ¢ Wood,
2006). Estes métodos sao tidos como irreversiveis ¢ proporcionam menores niveis de dor e maior velocidade de
recuperagdo quando comparados aos procedimentos tradicionais (Cohen et al., 1990; Emir et al., 2008; Ahmed e
Al-Badrany, 2009).

A aplicagdo infratesticular de dcido latico foi eficaz na castragio de bovinos, camundongos ¢ cdes, com
resultados perceptiveis apds 24 h (Nishimura et al., 1992). Em um estudo com caprinos, doses de 1 a3 mL/10 kg
de acido latico levaram a infertilidade definitiva (Okwee-Acai et al., 2008).

Solugdo salina 20% injetada diretamente nos testiculos de ratos levou a azoospermia com necrose dos
testiculos, sem danos a bolsa escrotal (Emir et al.,, 2008). Entretanto, na maioria dos estudos com outras
substancias, os grupos controle sdo tratados com solucdes salinas, mas em concentragdes ou volumes menores,
sem apresentacdo de danos que comprometam as fungoes reprodutivas (Oliveira et al., 2007).

O gluconato de zinco em injegdo intratesticular vem sendo amplamente utilizado e estudado. Em ursos
negros americanos, ndo gerou alteragdes nas dimensdes dos testiculos, tampouco na producio de GnRH, mas
estudos ultrassonografico e histoldogico demonstraram alteragdes degenerativas ¢ comprometimento parcial da
producdo de espermatozoides (Brito et al., 2011). Em cées, andlises histologicas revelaram danos similares e
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igual eficacia da solugdo de zinco ao induzir processo inflamatorio e perda da fungdo testicular (Oliveira et al.,
2007). Este processo inflamatorio ndo prejudica o efeito contraceptivo, com manutengio do bem-estar do animal
(Oliveira et al., 2012b). Em um estudo realizado com gatos, 73% dos animais apresentaram azoospermia e
mudangas comportamentais (em 36% dos animais), sem detec¢io de queda substancial dos niveis de testosterona
(Oliveira et al., 2013).

O zinco faz parte do processo de espermatogénese naturalmente. Sua caréncia ou excesso trazem
variagdes no processo, levando quase sempre a azoospermia (Neathery et al., 1973). Em virtude disto, diversos
farmacos vém sendo desenvolvidos com substincias a base de gluconato de zinco, como o Neutersol (Pet
Healthcare International, Inc., Columbia, MO, USA; Wang, 2002), o Testoblock (BioRelease Technologies,
Birmingham, AL, USA; Oliveira et al., 2012a), o Esterisol ou Zeuterin (Ark Sciences, New York, NY, USA;
Massei e Miller, 2013) e o Infertile (Rhobifarma, Hortolindia, SP, Brazil; Soto et al., 2009), com composigdes,
concentracdo e veiculos diferentes.

O uso do glicerol foi prescrito para determinar um modelo entre a relagdo de queda da espermatogénese
e os nivels séricos de FSH, confirmando-se o glicerol como agente esclerosante eficaz para castraciio
(Wembauer et al., 1987). O glicerol ja foi testado em cédes em dose de 1 mL por testiculo. Apesar da diminui¢éo
na concentracdo de testosterona sérica, nio foi obtida a infertilidade (Immegart e Threlfall, 2000). Em macacos
da espécie Saimiri sciureus, uma Unica inje¢do intratesticular de uma solugio de glicerol levou a azoospermia
definitiva (Wiebe et al., 1989).

O cloreto de calcio (CaCly) mostrou-se eficaz em diferentes espécies (bovinos, caprinos, ovinos, suinos,
caninos e felinos), utilizando-se veiculos diferentes (normalmente agua destilada, alcool etilico ou isopropilico),
concentragdes distintas e em volumes proporcionais a massa testicular, com resultados positivos (Koger, 1978).
Testes especificos ja foram realizados com sucesso em gatos (20% CaCl,; Jana e Samanta, 2007), em caprinos
(10 a 40 mg/kg de CaCl,), sendo que a concentraciio mais alta apresentou resultados mais contundentes (Jana et
al., 2005), e em cies, testando-se doses de 10 a 20 mg, com melhores resultados nesta tltima (Jana e Samanta,
2007).

Lopes e Silva. Castragfio quimica de mamiferos machos: revisdo.

Diversas outras substincias esclerosantes ja foram testadas. A azoospermia foi observada em cées apos
aplicacdo intratesticular 5,0 mL de formalina 3,3%, gluconato de clorexidina 1,5% associada ao DMSO 50%
(Pineda et al., 1977). A aplica¢do testicular de 1ml. de formalina 10% em 10 ovinos permitiu a deteccio da
perda de massa testicular e provocou dano irreparavel aos tabulos seminiferos (Ijaz et al., 2000). Uma unica
aplicagdo nos vasos deferentes levou a azoospermia em cées, pela obstrucdo dos vasos deferentes, com o uso de
etanol 100% e solucdes formaldeido em etanol 3,5%, permanganato de potassio 5% e nitrato de prata 10%. Em
todos os casos, houve oclusdo dos vasos deferentes e atrofia testicular (Dixit et al., 1975). O nitrato de prata (1 a
5%) também foi estudado em coelhos (Lee et al., 1985) com resultados permanentes.

Em bufalos castrados com mjecdes intratesticulares de formaldeido 40% e 0,005 g/mL de clondrato de
cadmio diluido em o6leo de girassol, numa razdo de 1 ml/kg de peso vivo, verificaram-se nfo s6 azoospermia
como ganho de peso, quando comparados a animais ndo tratados (Costa et al., 2002). Em coelhos, estudos que
utilizaram uma tnica aplicagdo de cloridrato de cAdmio mostraram-se efetivos ao destruirem células dos tubulos
seminiferos (Cameron, 1965). Muares receberam tratamento de 600 mg de acido tanico e 750 mg de cafeina, e
todos os achados clinicos, hormonais ¢ histopatologicos demonstraram azoospermia (Ahmed e Al-Badrany,
2009).

Consideracoes finais

A castrac@o quimica ¢ uma opcio amplamente apontada na literatura como tendo eficacia similar aos
procedimentos cirurgicos tradicionais quando aplicada a mamiferos machos, com uma série de vantagens. O
tempo de recupera¢iio ¢ menor quando comparado ao procedimento cirurgico, assim como os cuidados pos-
tratamento reduzem-se drasticamente. Ademais, ¢ um processo menos invasivo, que minimiza as possibilidades
de infeccdes oportunistas, sem necessidade de curativos.

Diversos tratamentos sdo eficazes numa unica aplicacdo e tém carater irreversivel na maior parte dos
casos estudados, critérios definidos para boas técnicas de esterilizacdo. Ia, ainda, facilidade de execucio,
rapidez de recuperacéo e o fato de materiais e substincias ou firmacos acessiveis possuirem baixo custo, se esses
tratamentos forem comparados ao procedimento cirdrgico. As técnicas quimicas sdo promissoras a ponto de
atrairem a industria farmacéutica, que ja colocou no mercado alguns fairmacos cuja eficacia ja foi provada em
diversas espécies.
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reproducdo de vdrias espécies de aves, sendo necessarias politicas de conservagdo
desses habitats.

Palavras-chave: Aves, area urbana, reproducdo, predacao.

Apoio Financeiro: PIBIC/CNPq

Asininos: associacdo com assentamentos humanos

KATIA REGINA FREIRE LOPES**, KLEBER JACINTO, ALEXANDRE RODRIGUES SILVA,
ERALDO BARBOSA CALADO, GISLAYNE CHRISTIANNE XAVIER PEIXOTO

Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossord-RN, Brasil.

katia@dna.org.br

No Brasil o transporte terrestre rodoviario é essencial para a economia, cortando areas
urbanas, rurais e de prote¢do ambiental, e a presenga de animais nas vias é nociva aos
condutores de veiculos, pois 0s animais sdao apontados como fatores na inseguranca
nas estradas, e para os proprios animais, pois o atropelamento impacta nas
populagdes de diversas espécies. No caso do jumento nordestino (raca de Equus
asinus), que passa por um processo de abandono apds séculos de domesticagdo, com
um ciclo reprodutivo de cerca de 3 anos (entre nascimento e maturidade sexual)
possivelmente aviste-se nas estradas pelo menos a terceira geracdo de animais
selvagens, sem intervencao humana. Apesar desta condicdo, de serem animais
ndmades, capazes de buscar recursos naturais na adversidade, percebeu-se através da
observacdo da presenca de jumentos na BR-304, entre Macaiba/RN e Mossord/RN,
extensdo de 245,8km, uma associacdo com a presenca de assentamentos humanos
(municipios ou areas rurais segundo o censo do IBGE). A concentracdo dos animais era
proporcionalmente maior onde havia presenca humana. Estas areas ocupam cerca de
38,25% do trecho rodoviario observado e 47,8% de todos os avistamentos de
jumentos, vivos e mortos, ocorridos nos anos de 2013 e 2014, estavam concentrados
nestas areas. Percebe-se que apesar de seu estado selvagem, sem treinamento ou
convivio forgado, estes animais, de indole mansa e forte senso de autopreservagao,
preferem a proximidade aos humanos, provavelmente pela disponibilidade de
alimento (residuos domésticos, pastagem e cultivo artificial), 4gua e possivelmente por
lagos mais profundos entre as espécies do que normalmente sdo considerados.

Palavras-chave: jumento nordestino, transito, acidentes, ecologia das estradas

Comportamento de forrageio de beija-flores com o uso de bebedouros artificiais

LORENA LUCIA DO VALE VASCONCELOS*, ROSA THAYANE MARTINS MACIEL, PRISCILLA
KELLY DA SILVA BARROS

Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, Mossord-RN, Brasil.
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Os beija-flores sdo aves nectarivoras, comumente atraidas por bebedouros artificiais
em areas urbanas. O presente estudo analisou o comportamento de forrageio de beija-
flores durante a exploracdo de bebedouros artificiais com baixas concentracdes de
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Anexo 3 —Estimativa da populacdo de foliculos ovarianos prantrais da raca de
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Estimativa da populacio de foliculos ovarianos pré-antrais da raca de Jumento
Nordestino Brasileiro
Estimation of the preantral ovarian follicles population of Northeast Brazilian donkey (Equus assinus)

Katia Regina Freire Lopes*, Gabriela Liberalino Lima, Erica Camila Gurgel Praxedes,
Luana Grasiele Pereira Bezerra, Alexandre Rodrigues Silva

Laboratorio de Conservagiao de Germoplasma Animal (LCGA), Universidade Federal Rural do Semi-arido (UFERSA),
Mossord, RN, Brasil.
*E-mail: katiaregina.dna@gmail.com

Os Jumentos (Equus assinus) sdo animais historicamente relevantes para a ocupagio de areas indspitas
em todo o mundo, mas tem perdido espago devido a modernizagio dos centros urbanos e da
mecanizagio agricola e transporte motorizado. Assim, muitas ragas de jumentos ja foram extintas ou
encontram-se¢ em rapido processo de queda populacional, dentre ecstas, o jumento Nordestino,
endémico no Brasil. Uma das estratégias de conservac@o é o uso de biotecnologias que favoregam a
reproducdo assistida, como a manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais
(MOIFOPA) que maximiza a disponibilidade de odcitos para outras biotécnicas. Como o ponto inicial
para o uso desta e outras técnicas & conhecer detalhes da fisiologia reprodutiva e dos gametas da
espécie que deseja manipular, objetivou-se estimar e caracterizar a populagdo de foliculos ovarinos
pré-antrais (FPs) de jumentas da raga Nordestina. Vinte fémeas com idade média de 5,1 + 3,2 anos ¢
peso médio de 105,2 + 18,6 kg, constituiram o grupo de estudo. As mesmas foram submetidas a
procedimento de ovariectomia guiada por laparoscopia para coleta dos ovarios. Assim como nos
demais equideos, os ovarios das jumentas apresentam formato reniforme e suas zonas corticais,
incluindo a fossa ovariana, foram extraidas. Os cortex foram fixados com Carnoy, desidratados em
concentragdes crescentes de etanol, clarificados usando xileno e finalmente inclusos em blocos de
parafina histologica. Estes blocos foram sequencialmente seccionados em micrétomo em fragdes de 7
um. Uma a cada 120 fra¢des foi montada em laminas de vidro, coradas com hematoxilina-eosina e
avaliadas em microscopio Otico. Os FPs que apresentaram nicleo visivel foram fotografados,
mensurados com uso de software especializado e classificados como primordiais, primarios e
secundarios. Os FPs classificados e contados foram identificados como normais, quando
morfologicamente integros, ou degenerados, com sinais de degeneragdo. A populagio de FPs foi
estimada usando a formula: (mimero de FPs observados x niimero total de secg¢des * espessura das
secgdes) dividido por (nimero de secgdes observadas * didmetro médio do nucleo dos odcitos). A
populagdo média estimada foi de 21.135 + 10.646 FPs por animal. Destes, 91,3% foram
identificados como primordiais; 8,2% como foliculos primarios e 0,4% como secunddarios. Foliculos
com multiplos odcitos foram observados em todos os animais, sendo todos foliculos primordiais,
representando 1% do total de foliculos. O numero médio de foliculos primordiais estimado foi de
19.300 + 10.821 como esperado, o maximo valor foi encontrado na segunda fémea mais jovem (2
anos ¢ 27.951,8 foliculos) ¢ o valor minimo na mais velha (9 anos e 3.669,8 foliculos). Estes foliculos
apresentaram um didmetro médio de 30,7 + 6um. Os primarios foram estimados em1.745 + 1.524, com
maximo de 3.527,6 (também na segunda mais jovem) e 1 13,7 foliculos no espécime mais velho, tendo
um didmetro médio de 35 £ 8,3 pm. Os foliculos secundarios, com 70,6 + 43,4 pum, foram estimados
em 89 + 49 foliculos por animal, com maximo de 155,2 ¢ minimo de 31,1. A populagdo de FPs
estimada estava distribuida entre os ovarios direito e esquerdo, em 54,6% e 45,4% respectivamente. A
maior parte dos FPs foi considerada morfologicamente normal (90,2%) ¢ a menor parcela,
degenerados (9,8%). Em conclusdo, este trabalho apresenta de forma inédita a estimativa de foliculos
pré-antrais nos ovarios das jumentas da raca nordestina. Esta informagdo ¢ a base para o
desenvolvimento de tecnologias de reproducdo assistida para a conservagdo e multiplicagdo da raga.

Palavras-chave: Equs asinus, ovario, germoplasma, conservagio.
Key-words: Equs asinus, ovary, germoplasm, conservation.
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Vitrificacdo do tecido ovariano de jumento nordesti no (Equus asinus)
utilizando diferentes crioprotetores

AR Silval?, KRF Lopes?!, ECG Praxedes?, LB Campos!, MB Bezerra?, GL Lima?,

MVA Saraiva!
! Laboratorio de Conservacao de Germoplasma Animal — LCGA, Universidade Federal Rural do
Semi-Arido — UFERSA, Mossord, RN, Brasil. 2E-mail: legio2000@yahoo.com

Os asininos tiveram um espaco significativo na histéria humana, mas nos dias
atuais estdo sendo abandonados devido a modernizacdo das atividades rurais.
Vérias racas endémicas estdo sofrendo uma reducédo drastica de sua populacéao,
dentre estes a raca Nordestina Brasileira. Para salvaguardar seu valioso material
genético, € crucial desenvolver bancos de germoplasma para permitir a
conservacao da principal fonte de gametas femininas encontradas nos ovarios: os
foliculos pré-antrais. Neste sentido, objetivou-se avaliar um protocolo de vitrificacéao
para o tecido ovariano asinino, com a finalidade de preservar foliculos pré-antrais,
usando diferentes solucdes crioprotetoras contendo diferentes concentracdes (3 ou
6 M) de dimetilsulféxido (DMSO) ou etileno glicol (EG), isoladamente ou em
associacdo (DMSO 3M e EG 3M). Para tanto, fragmentos do cértex de dez pares
de ovarios obtidos por videolaparoscopia foram submetidos a vitrificacdo em
superficie solida (SSV) usando cada solucao crioprotetora proposta. Ap6s uma
semana armazenado em nitrogénio liquido, procedeu-se o reaquecimento e analise
das amostras. Os tecidos a fresco e vitrificados foram avaliados quanto a morfologia
por meio da histologia classica, a viabilidade folicular pelo teste com a coloracéo de
azul de Tripan, a apoptose celular utilizando-se um kit TUNEL, e a capacidade de
proliferacéo celular por meio da contagem das regifes organizadoras nucleolares
(AgNOR) em células da granulosa. Verificou-se que a vitrificacdo reduziu
significativamente (P < 0,05) a proporcao de foliculos morfologicamente normais
em comparacao ao tecido fresco (90.6 + 5.0%). Comparando-se os tratamentos, o0
uso de DMSO 3M (81,7 £37,5%), EG 3M (83,7 £ 27,4%) e a combinacdo de DMSO
3M mais EG 3M (81,8 + 46,8%) permitiram uma maior porcentagem de foliculos
normais em contraste com DMSO 6M (69,8 + 16,5%) e EG 6M (72,3 + 18,0%) (P
<0,05). A melhor preservacdo da viabilidade folicular foi obtida no uso da
combinacdo DMSO 3M + EG 3M (62,5 £ 29,1%) em relacéo aos outros tratamentos
de vitrificacao (P <0,05). A andlise por meio do TUNEL permitiu identificar que todos
0os tratamentos testados demonstraram fragmentacdo do DNA nas células
foliculares, exceto no uso da combinacdo de DMSO 3M e EG 3M. Ao avaliar a
presenca de NORs, ndo foram observadas diferencas significativas na quantidade
de NORs entre os grupos a fresco e vitrificado utilizando-se a combinacdo DMSO
3M e EG 3M (P> 0,05). Assim, sugere-se 0 uso da combinag¢édo de DMSO 3M e EG
3M para a vitrificagdo do tecido ovariano obtido de Equus asinus, permitindo uma
preservacdo adequada da morfologia, viabilidade, integridade do DNA e
capacidade proliferativa celular dos foliculos pré-antrais.

Keywords: Criopreservacao, espécies em risco, agentes crioprotetores, dimetil
sulfoxido, etileno glicol.
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Em Sabado, 22 de Abril de 2017 18:40, Animal Reproduction Science
<EviseSupport@elsevier.com> escreveu:

This message was sent automatically. Please do not reply.

Ref: ANIREP_2017_248

Title: Characterization of the ovarian preantral follicles population and its correlation with
weight and age in Brazilian Northeastern donkeys (Equus asinus)

Journal: Animal Reproduction Science

Dear Dr. Silva,

Thank you for submitting your manuscript for consideration for publication in Animal
Reproduction Science. Your submission was received in good order.

To track the status of your manuscript, please log into

EVISEe at: http://www.evise.com/evise/faces/pages/navigation/NavController.jspx?JRNL
ACR=ANIREP and locate your submission under the header 'My Submissions with
Journal' on your 'My Author Tasks' view.

Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,
Animal Reproduction Science

Have questions or need assistance?

For further assistance, please visit our Customer Support site. Here you can search for
solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions, and learn more
about EVISEe via interactive tutorials. You can also talk 24/5 to our customer support
team by phone and 24/7 by live chat and email.
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Dear Dr. Silva

Thank you for your submitting your manuscript to Reproduction in Domestic Animals. Your
manuscript entitled "Vitrification of ovarian tissue of Brazilian Northeastern breed donkey
(Equus asinus) using different cryoprotectants” (by Lopes, Katia Regina; Praxedes, Erica
Camila; Campos, Livia; Lima, Gabriela; Saraiva, Marcia Viviane; bezerra, marcelo; Silva,
Alexandre), has been successfully submitted online and is presently processed for review
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Your manuscript was assigned the following ID: (RDA-OA-Jun-2017-0236). Please
mention this ID number in all correspondence with the

Reproduction in Domestic Animals Editorial Office. You can also view the status of your
manuscript at any time by checking your Author Center after logging in

to https://mc.manuscriptcentral.com/rda.

As soon as the review of this manuscript is completed we will communicate to you the
Editor’s decision.

Thank you for submitting your manuscript to Reproduction in Domestic Animals.

Sincerely,

Lorraine Quiambao
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