Analises histoléogicas do ovario de coelhas alimentadas com farelo
de canola em substituicao gradativa ao farelo de soja
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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi estudar a histologia de ovirio de coelhas da raga
Nova Zelandia Branca. As coelhas foram alimentadas com farelo de canola em substitui¢io
gradativa (00, 33, 66 e 100%) ao farelo de soja. Foram estudados os aspectos histoldgicos
gerais dos ovirios, assim como a contagem de foliculos. Um grupo de 48 coelhas foi
dividido ao acaso e abatido aos 43, 150 e 225 dias de idade, e os ovarios foram fixados em
Bouin, lavados e conservados em solugio de etanol a 70% e embebidos em parafina. Cortes
histolégicos foram realizados com 5pum de espessura e corados com HE e técnica de Azan.
Os ovirios apresentavam predominantemente epitélio simples ctbico seguidos de ttinica
albuginea. Os foliculos foram observados em diferentes estigios de desenvolvimento no
estroma cortical. Células glandulares intersticiais, vasos sanguineos, vasos linfiticos ¢ nervos
foram observados no estroma medular. Pequenos cistos também foram observados.
Observagoes histolégicas nio mostraram variagdes entre tratamentos na morfologia geral do
tecido e no ndmero de foliculos, indicando que o uso de farelo de canola em substitui¢io ao
farelo de soja nio interferiu no desempenho reprodutivo de coelhas.
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ABSTRACT. Histological analysis of ovaries of female rabbits fed on canola meal
gradually substituting soybean meal. A histological study of New Zealand White female
rabbits’ ovaries was undertaken. Rabbits were fed on canola meal as an increasing substitute
(00, 33, 66 and 100%) for soybean meal so that the tissue’s general aspects could be verified
and the number of ovarian follicles from each experimental group could be obtained. Forty-
cight female rabbits were slaughtered at 43, 150 and 225 days of age and their ovaries were
fixed in Bouin’s liquid, washed and conserved in 70% ethanol and embedded in paraffin.
5um-thick histological sections were undertaken and stained by HE and Azan techniques.
The ovaries were bound by a predominantly simple cubic epithelium followed by the tunica
albuginea. Ovarian follicles were observed in different stages of development in the cortical
tissue. Interstitial gland cells, blood and lymphatic vessels and nerves were observed in the
medullar tissue. Small cysts were also reported. Histological preparations didn’t show any
change between groups either in the general morphology of the tissue or in follicle number.
This fact suggests that the use of canola as a food of rabbits didn’t interfere in reproduction.

Key words: female rabbit, ovarian follicles, histology, ovary.

Estudos realizados com farelo de canola, como
fonte alternativa protéica em substituigio as fontes
classicas, como farelo de soja e algodio, tém sido
realizados sobre o desempenho zootécnico dos
animais de interesse econdémico. Neste aspecto,
alguns autores tém avaliado o farelo de canola na
alimentagio de bovinos (Claypool et al., 1985; Petit et
al., 1997; Prado e Martins, 1999), suinos (Granghi et
al., 1980; Bell et al., 1981; Bourdon e Aumaitre,
1990), ovinos (Seaone ef al., 1993) e coelhos (Baudet

et al., 1988; Scapinello, 1993). A canola é uma planta
oleaginosa derivada do melhoramento genético da
colza (Brassica), apresentando niveis reduzidos de
substincias goitrogénicas: menos de 2% de icido
erticico e menos de 3 mg de glicosinolatos por grama
de 6leo ou farelo (Sorrel e Shurson, 1990). Estas
substdncias atuam sobre a glindula tiredide,
interferindo nos processos de sintese, secre¢io e acio
periférica dos seus hormoénios (McDonald, 1980).
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Os dados de algumas publicagbes a respeito do
uso de farelo de canola sobre os aspectos
reprodutivos de fémeas, desde o nascimento até o
periodo reprodutivo, sio raros e contraditdrios.
Estudos prévios em suinos mostraram hiperplasia da
tire6ide e hipertrofia do seu epitélio folicular
(Ochetim et al., 1980, citado por Bell et al., 1980),
reducio da capacidade de reserva (Ochetim et al.,
1980), niveis reduzidos de tri-iodotironina (T;) e
tiroxina (T,) no plasma sangiiineo de ovinos
(Norton et al., 1989) e decréscimo linear dos niveis
de insulina no leite de vacas a2 medida que se
aumentava a concentragio de farelo de canola na
racio (Khorasani et al., 1992). Na realidade, os
horménios tireoidianos interferem na reproducio
animal (Kolb, 1979; Aires, 1991; Junqueira e
Carneiro, 1999).

O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia
da substituicio gradativa (0, 33, 66 e 100%) do farelo
de soja (FS) pelo farelo de canola (FC) sobre
desenvolvimento reprodutivo de coelhas da raga
Nova Zelandia Branco.

Material e métodos

Instalagdes e Animais. O experimento fol
realizado no Setor de Cunicultura da Fazenda
Experimental de Iguatemi (FEI), Universidade
Estadual de Maringd (UEM), Maringi, Estado do
Parani. Foram utilizadas 48 coelhas da raca Nova
Zelandia Branco, dos 43 aos 225 dias de idade,
distribuidas aleatoriamente em quatro tratamentos e
12 repeticoes.

Tratamentos. Foram formuladas quatro dietas
experimentais, sendo que a proteina bruta do farelo
de soja foi gradualmente substituida pela do farelo
de canola (00, 33, 66 ¢ 100% de substitui¢io). As
dietas foram peletizadas e fornecidas ad libitum para
todos os grupos experimentais. Além do farelo de
soja e/ou farelo de canola, as dietas foram
completadas com uso de milho em grios, farelo de
trigo, feno de coast-cross, complexo mineral e
vitaminico, coccidiostitico, bacitracina de zinco,
metionina, lisina, 6leo vegetal e casca de arroz. As
ragdes foram iso-protéicas (16% de proteina bruta),
iso-caldricas (2.600 kg de energia digestivel para cada
kg de matéria seca) e iso-aminodicidica (0,60% de
metionina + lisina) e (0,80% de lisina).

Procedimento Experimental. Os animais foram
alocados em gaiolas individuais a partir dos 43 até os
225 dias de idade. Aos 43 dias de idade, periodo da
puberdade, oito fémeas foram sorteadas e
sacrificadas e, aos 150 dias de idade, quando
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atingiram a maturidade reprodutiva, cinco fémeas de
cada grupo foram sorteadas, pesadas e sacrificadas.
As cinco fémeas restantes de cada grupo foram
acasaladas pela manhi e 2 tarde. Passados 28 dias
apds o acasalamento, a prenhéz foi confirmada por
palpacio abdominal e, aos 38" dia de pds-coito,
observou-se o primeiro parto espontineo. As coelhas
prenhes que nio pariram espontaneamente
receberam inje¢io subcutinea de ocitocina (1 mL)
para indugio do mesmo. As ninhadas foram
mantidas até o desmame dos liparos, aos 42 dias de
idade. Nesta época, as fémeas completaram 225 dias

de idade, quando foram todas sacrificadas,
determinando o  final dos  procedimentos
experimentais.

Analises histolégicas. O grupo de fémeas foi
sacrificado aos 43 dias de idade, por decaptacio
(Scapinello, 1993). A laparoscopia foi realizada
através da linha branca da parede abdominal para
retirada dos ovdrios, os quais foram pesados,
identificados e fixados em liquido de Bouin por 24
horas e conservados em etanol 70%. Os ovirios
foram  cortados  medial-longitudinalmente e
posteriormente manipulados nos procedimentos
laboratoriais de rotina para inclusio em parafina em
seu eixo maior e cortes em micrétomo de 5um de
espessura. A técnica de Hematixilina-Eosina (HE)
foi utilizada para corar células ovarianas para
contagem dos foliculos ovarianos e anilises
histopatoldgicas. A técnica de Azan Romais também
foi utilizada para destacar a presenca de fibras de
coligeno e musculares (Behmer, 1976). Para a
contagem dos foliculos, foi utilizada microscopia
Optica, com objetiva de 40X para foliculos primérios
e secunddrios sem liquido folicular, e objetiva de
10X para foliculos secundirios, com liquido folicular
e tercidrios. Os foliculos observados foram
classificados ~ como  primordiais,  primdrios
unilaminares, primarios multilaminares, secundarios
e tercidrios, seguindo-se o seguinte critério: foliculos
primordiais mostravam ovdcito circundado por uma
Unica camada de células foliculares pavimentosas;

primirios  unilaminares apresentavam  ovdcito
circundado por uma camada tnica de células
cubicas;  foliculos  primirios  multilaminares

apresentavam mais de uma camada ao redor do
ovécito sem a presenga de células do estroma
ovariano em diferenciacio para formar as tecas
foliculares; foliculo secundirio foi identificado ao
apresentar formagio das tecas interna e externa ao
redor do foliculo; foliculo tercidrio aquele que
apresentava ampla cavidade preenchida por liquido
folicular (antro folicular). As contagens foram
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realizadas em toda a extensio da superficie cortical
do ovirio com trés repeti¢des. O niimero obtido foi
a média simples das contagens. Os foliculos foram
classificados e contados de acordo com sua fase de
desenvolvimento. Foliculos atrésicos nio foram
contados.

Anilises estatisticas. Foi utilizado o programa
SAEG (Sistema de Anilises Estatisticas ¢ Genéticas)
desenvolvido por Euclydes (1983). O teste de
Dunett foi utilizado para comparagio do grupo
controle (00%) com cada nivel de inclusio do farelo
de canola (33, 66 ¢ 100%).

Resultados e discussao

Analises microscépicas

Caracteristicas comuns. Em todos os casos,
independentemente do grupo experimental, foram
observadas as seguintes caracteristicas histolégicas:
0s ovdrios apresentavam camada cortical e medular
(Figuras 1 e 2). A camada cortical apresentou-se na
sua maior extensio revestida externamente por
tecido epitelial cdbico simples, variando para um
tipo de células arredondadas e estratificadas (Figuras
3 ¢ 4). Logo abaixo do epitélio, observou-se uma
camada delgada de tecido conjuntivo rico em fibras
de coligenos (Figuras 1, 2, 3, 4 e 7), seguido pelo
estroma ovariano composto de tecido conjuntivo
frouxo, células intersticiais, células germinativas
contidas nos foliculos ovarianos em diferentes
estigios de desenvolvimento (Figuras 1, 2, 3, 4 ¢ 7).
Foliculos primordiais apresentavam ovdcitos com
ntcleo grande, freqiientemente central e nucléolo
evidente (Figuras 2, 4 e 7). Nos foliculos primérios
unilaminares, o ovdcito apresentava citoplasma mais
volumoso, ntcleo predominantemente excéntrico,
nucléolo presente e cromatina condensada (Figura
2). Foliculos secundirios sem liquido folicular
apresentavam nucleo central (Figuras 4 e 5).
Entretanto, foliculos secunddrios com liquido
folicular presente e foliculos tercidrios apresentavam
nicleo sempre excéntrico (Figura 6). A presencga das
tecas interna e externa nos foliculos secundirios e
maduros mostrou que a teca interna, mais adjacente
a0 foliculo é mais vascular e formada por células
arredondadas, enquanto que a teca externa se
apresentou formada por células de aspecto fibroso
(Figuras 5 ¢ 6). Em todas as idades, foram
observadas aglomeragoes de foliculos primordiais e
formagdes foliculares de diversas fases de
desenvolvimento contendo mais de um ovdcito. Na
camada medular (Figura 1), foi observado tecido
conjuntivo frouxo, onde se instalam células

1017

musculares lisas, vasos sangiifneos ¢ linfiticos e
nervos.

Figura 1. Ovirio de coelha do tratamento 00% de farelo de
canola, com 5 pm de corte no eixo maior, mostrando tdnica
albuginea (A), foliculo primordial (B), foliculo primirio (C) e
foliculo secundirio (D) na camada cortical; medular (R). AZAN.
29X

Aos 43 dias de idade. Nesta idade, os ovirios
foram pequenos. A camada cortical era relativamente
espessa se comparada 2 fina medular. Os foliculos
ovarianos concentravam-se na superficie da camada
cortical, sendo a maioria deles classificados como
foliculos primordiais (87,82%), alguns primérios
unilaminares (9,64%) e multilaminares (2,44%),
raros secunddrios sem liquido folicular (0,32%) e
nenhum tercidrio.

Aos 150 dias de idade. Nenhuma diferenga
entre os grupos experimentais foi observada. Os
foliculos primordiais e primirios unilaminares
estavam bem caracterizados na regido cortical mais
superficial, imediatamente abaixo da camada
albuginea (coligeno), enquanto os demais foliculos
foram observados ocupando regides mais profundas
da cortical (Figuras 1 a 5). Neste grupo de animais,
foliculos maiores e menores mostraram restos de
ntcleos de células foliculares, caracterizando
foliculos atrésicos (Figura 4). Nio foram observados
corpos ldteos, porém estavam presentes células
glandulares intersticiais no estroma ovariano (Figura
3). Alguns foliculos secundirios apresentavam
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formagdes intrafoliculares eletrondensas envolvidas
por células granulosas denominadas Corptsculos de
Call-Exner (Figura 6). Trés ovirios de coelhas de
diferentes grupos (00, 33 ¢ 100% de farelo de canola)
apresentavam cistos pequenos de diferentes formas,
em sua maioria recobertos por epitélio cibico ou
levemente arredondado.

Figura 2. Ovirio de coelha do tratamento 66% de farelo de
canola, com 5 pm de corte no eixo maior, mostrando tdnica
albuginea (A), foliculo primordial (B), foliculo primirio
unilaminar (C) e foliculo poliovular HE. 137X (D)

Aos 225 dias de idade. Similarmente ao grupo
anterior, nio foram observadas variagdes histolégicas
no ovirio entre os animais alimentados com
diferentes niveis de inclusio de canola. Observou-se
a presenga predominante de células glandulares
intersticiais no estroma ovariano (Figura 7)
atingindo as camadas mais profundas da cortical.
Foram observadas formagbes de corpos liiteos bem
caracterizados, de diferentes didmetros e composigio
celular, principalmente células de aspecto similar as
células foliculares ou células de coloragio clara e
nicleo condensado. Alguns também mostravam
evidéncias de uma cobertura, por vezes muito
delgada, de células da teca folicular (Figura 7). Neste
grupo de animais, foram também encontradas
pequenas formagdes cisticas, além de pequenos
corpos albicans com células semelhantes a um tecido
fibroso com nitcleos longos ¢ citoplasma pouco
evidente.

Lage et al.

Figura 3. Ovirio de coelha do tratamento 66% de farelo de
canola, com 5 pum de corte no eixo maior, mostrando camada
epitelial cibica (A), tdnica albuginea (B), foliculo primordial (C),
foliculo poliovular (D) e células glandulares intersticiais (E). HE.
82X

Anilises histomorfométricas

As anilises estatisticas ndo mostraram diferenca
(P>0,05) no ntiimero de foliculos ovarianos entre os
diferentes grupos experimentais ou entre as idades
de 150 e 225 dias. Similarmente, a porcentagem de
fases do desenvolvimento folicular nio mostrou
diferenga  significativa entre as idades. A
porcentagem de foliculos primordiais foi de 87%;
6% de foliculos primirios unilaminares; 2% de
foliculos primdrios multilaminares; 4% de foliculos
secundarios e 0,5% de foliculos tercidrios.

Devido 2 escassez de trabalhos de pesquisa
referentes a estudos histolégicos e histopatolégicas
do ovirio de coelhas, os dados obtidos nesta pesquisa
nio puderam ser comparados com dados da
literatura. Assim, como o objetivo deste estudo foi
verificar se os fatores antinutricionais encontrados
em pequenas concentragdes nos produtos derivados
da canola poderiam ou nio interferir na fertilidade,
causando  alteracbes ovarianas detectiveis em
microscopia Optica, utilizaram-se comparacoes entre
o grupo de animais que nio recebeu farelo de canola
(0%) em suas dietas com aqueles que receberam o
farelo (33, 66 ¢ 100%), para avaliar se a dieta com
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canola influenciou na morfologia ovariana ou no
desenvolvimento folicular.

Figura 4. Ovirio de coelha do tratamento 100% de farelo de
canola, com 5 pm de corte no eixo maior, mostrando camada
epitelial estratificada (A), tinica albuginea (B), foliculo primordial
(C), foliculo primario multilaminar (D), foliculo secundirio (E) e
foliculo atrésico (F). HE. 82X

No que se refere as andlises histoldgicas, a
literatura descreve um revestimento ovariano de
epitélio simples de células cibicas, seguido pela
tinica albuginea de tecido conjuntivo denso
(Dellmann e Brown, 1982; Junqueira e Carneiro,
1999). Diferentemente do descrito, observou-se que
o epitélio de revestimento ovariano variou de uma
monocamada de células ciibicas a prismadticas de
simples a estratificado, em todos os grupos
experimentais, o que demonstra ser uma variagio
especifica. No estroma ovariano, além de se observar
a presenga de uma camada cortical de tecido
conjuntivo frouxo contendo foliculos ovarianos e
corpos liteos descrita na literatura, encontraram-se
também células glandulares intersticiais nos ovdrios
das fémeas aos 150 dias de idade, em todos os
grupos. Estas células sio comumente encontradas
nos ovirios de animais ruminantes, cadelas e gatas.
Em roedores, células epitelidides da teca interna de
foliculos que sofreram regressio contribuem para a
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formagio de células glandulares intersticiais

(Dellmann e Brown, 1982).

Figura 5. Ovirio de coelha do tratamento 33% de farelo de
canola com 5 um de corte no eixo maior, mostrando camada
epitelial estratificada (A), ténica albuginea (B), foliculo primordial
(C), foliculo primdrio unilaminar (D), foliculo secundirio (E),
vaso da teca interna (F) e ovécito (G) com ntcleo central (H).
HE. 82X

Figura 6. Ovirio de coelha do tratamento 100% de farelo de
canola com 5 pm de corte no eixo maior, mostrando foliculo
secunddrio (A), teca interna (B), teca externa (C), liquido folicular
(D), corptsculo Call-Exner (E), ovécito (F) com nicleo
excéntrico (G) e zona pelacida (H). HE. 137X

A auséncia de corpos lateos no estroma cortical
de fémeas com 150 dias de idade pode ser explicada
pelo fato de as fémeas serem virgens, pois, em
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coelhas, a ovulagio é induzida pelo coito (Lleonart et
al., 1981). Assim, como nio houve ovulagio, os
corpos liteos nio foram formados. Entretanto, aos
225 dias, época do desmame dos liparos, foram
observadas formacdes de corpos ldteos e albicans. A
presenca de corpos ldteos nesta idade foi intrigante,
uma vez que as fémeas passaram por todo o periodo
de gestacio, nascimento e lactagio, tempo suficiente
para que o corpo ldteo degenerasse para formar
corpo albicans. Sabe-se que a degeneragio do corpo
lateo gravidico se inicia no final do periodo
gestacional albicans (Dellmann e Brown, 1982;
Junqueira e Carneiro, 1999). Corpos liiteos
persistentes  sio freqiientemente associados 2
pseudogravidez (Kolb, 1979). A presenga destes
corpos lateos poderia justificar os altos niveis
sangiiineos de progesterona, dosados no periodo
pos-parto (184 dias de idade) até o término da
gestacio (225 dias de idade). A presenca dos corpos
albicans era esperada, uma vez que se trata de um
processo lento de recomposi¢io do estroma ovariano
que pode levar meses ou anos, dependendo do
tamanho do corpo liteo que lhe deu origem
(Junqueira e Carneiro, 1999).

Figura 7. Ovirio de coelha do tratamento 100% de farelo e
canola com 5 um de corte no eixo maior, mostrando corpo lateo
(A), foliculo secundirio (B) e tnica albuginea (C), HE. 29X

Lage et al.

A disposigio dos foliculos ovarianos estd de
acordo com o classicamente descrito na literatura,
observando-se foliculos em fases iniciais de
desenvolvimento  (primordiais e  primdrios),
concentrados na camada cortical mais préxima 2
albuginea, e foliculos em desenvolvimento, na
porc¢io mais profunda do estroma cortical.

As  aglomeracoes  foliculares ¢ foliculos
poliovulares sio formagdes caracteristicas descritas
em animais carnivoros, porcas e ovelhas (Dellmann
e Brown, 1982). Nesta pesquisa, nio foram
encontradas descrigdes de tais estruturas em ovarios
de  coelhas. As  formagdes  eletrondensas
intrafoliculares encontradas em foliculos
secunddrios sio descritas como inclusdes das células
granulosas que poderiam representar precursores
intracelulares do liquido folicular chamados
Corpusculos de Call-Exner (Dellmann e Brown,
1982). Outros autores consideram esta estrutura
com natureza e fungio desconhecida (Ross et al.,
1993).

Quanto as andlises histopatoldgicas, algumas
anormalidades ovarianas ja foram descritas: ooforite
em porcas (Smith et al., 1972; Nascimento et al.,
1983) e em éguas (Hawkins, 1986) e ooforite e cistos
paraovarianos em coelhas (Costa ef al., 1988, 1990),
descritos como formagdes revestidas por epitélio
ctibico simples dotado de células ciliadas e nio-
ciliadas, envolvido por fibras musculares lisas e
tecido conjuntivo fibroso. Neste estudo, os cistos
observados foram freqiientemente revestidos por
epitélio cabico simples a levemente globoso. Estas
estruturas foram encontradas em uma tnica fémea,
aos 150 dias de idade do grupo controle (0% de
canola), e em 3 fé€meas, aos 225 dias de idade dos
grupos 0, 33 e 100% de farelo de canola. Assim, a
presenca dos cistos nio caracterizou uma patologia
causada pela alimentagio com canola, uma vez que,
do total de 96 ovirios estudados, eles foram
observados em apenas um dos ovérios das fémeas de
diferentes grupos experimentais.

Estudos prévios avaliaram a taxa de ovulagio de
coclhas através da contagem dos corpos liteos apds o
coito stimulus (Lamb et al., 1991; Fortun et al., 1993),
obtendo-se uma média de 11 corpos ldteos. Neste
estudo, entretanto, procurou-se obter o ndmero de
foliculos  ovarianos em  diferentes fases de
desenvolvimento, através de anlises histoldgicas, para
investigar se a inclusio de farelo de canola na
alimentagio de coelhas poderia interferir no
desenvolvimento dos mesmos. Uma vez que a
contagem dos foliculos ovarianos nio mostrou
diferenga significativa (P>0,05) entre os grupos, pode-
se concluir que as andlises histolégicas nio
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apresentaram alteracoes da morfologia geral do tecido
nem quantitativas, o que, indiretamente, poderia
fornecer dados sobre as condigdes reprodutivas dos
animais. Estes resultados confirmam as avaliagbes
fisicas, metabdlicas e hormonais (Lage, 1997) que nio
descreveram variacoes significativas relacionadas 2
utilizagio da canola.

Em conclusio, o uso de farelo de canola em
substitui¢io gradativa ao farelo de soja em ragio nio
alterou as caracteristicas histolégicas dos ovirios e os
aspectos reprodutivos de coelhas dos 43 dias (idade
do desmame) aos 225 dias (idade de finalizacio da
primeira lactagio).
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