Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.3, p.591-599, 2007

Conservacao de foliculos pré-antrais bovinos em
solucio salina 0,9% ou TCM 199

[Preservation of bovine preantral follicles in 0.9% saline solution or TCM 199]

J.JH. Celestino', R.R. Santosz, F.S. Mam'nsz, M.H.T. Matosz, JR. Figueiredo2
S.H.F. Costaz, JR.V. Silva3, A.PR. Roa’rigues2

'Aluna de p6s-graduagio - FAVET-UECE — Fortaleza, CE
%Faculdade de Veterinaria - UECE
Av. Paranjana, 1700
60740-000 — Fortaleza, CE
3 Universidade Federal do Ceara — Fortaleza, CE

RESUMO

Investigou-se a eficiéncia da solugéo salina 0,9% (SS) e TCM 199 na conservagdo de foliculos pré-antrais
(FOPA) bovinos in situ em diferentes temperaturas e tempos de incubagdo. Cada par ovariano foi
dividido em 25 fragmentos. Um fragmento foi escolhido aleatoriamente e fixado imediatamente apos a
coleta (controle). Os demais foram distribuidos em tubos contendo SS ou TCM 199 a 4, 20 ou 39°C por 2,
4, 12 ou 24h. A anélise histoloégica mostrou que a conservagdo a 4°C em ambas as solugcdes manteve a
porcentagem de FOPA normais similar ao controle. A conservagdo em SS a 20°C por 12 ou 24h, TCM
199 a 20°C por 24h e em ambas as solugdes a 39°C a partir de 2h aumentou (P<0,05) a porcentagem de
FOPA degenerados comparada a porcentagem de foliculos-controle. Em ambas as solugdes, independente
do tempo de incubacdo, a porcentagem de foliculos normais, apds conservacdo a 39°C, foi (P<0,05)
menor que a obtida com 4 e 20°C. FOPA bovinos podem ser conservados eficientemente a 4°C por até
24h em ambas as solugdes, ¢ a 20°C por 4 e 12h em SS ¢ TCM 199, respectivamente.
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ABSTRACT

The efficiency of 0.9% saline solution (SS) and TCM 199 on the preservation of bovine preantral follicles
(PF) in situ at different temperatures and incubation times was investigated. Each ovarian pair was
divided into 25 fragments. One fragment was taken randomly and immediately fixed (control). The other
fragments were distributed in tubes containing SS or TCM 199 at 4, 20 or 39°C for 2, 4, 12 or 24h. The
histological analysis showed that the storage at 4°C in both solutions kept the percentage of normal
follicles similar to control values. Preservation in SS at 20°C for 12 or 24h, TCM 199 at 20°C for 24h and
in both solutions at 39°C from 2 h onward (P<0.05) increased the percentage of degenerated follicles
when compared with control. In both solutions, independent of incubation time, the percentage of normal
follicles observed at 39°C was (P<0.05) lower them those observed at 4 and 20°C. Bovine PF can be
preserved efficiently at 4°C for up to 24h in both solutions, at 20°C for 4 and 12h in SS and TCM 199,
respectively.

Keywords: bovine, preantral follicle, preservation

Recebido em 28 julho de 2005
Aceito em 26 de margo de 2007
E-mail: juliana_jales@yahoo.com.br



Celestino et al.

INTRODUCAO

Os foliculos pré-antrais representam 90% da
populacdo  folicular presente no  ovario
(Saumande, 1991). Na espécie bovina, o nimero
de foliculos por ovario pode variar de 0 a
720.000 (Erickson, 1966). As técnicas de
isolamento folicular desenvolvidas para bovinos
possibilitam a recuperagdo de cerca de 70.000
foliculos pré-antrais por ovario (Bem et al,
1997). A utilizagdo de odcitos provenientes de
foliculos pré-antrais em técnicas de reprodugdo
assistida ¢ uma excelente alternativa para a
preservacdo e posterior propagacdo de animais
valiosos e daqueles em vias de extingdo.
Entretanto, um fator limitante consiste na
manutencdo da qualidade folicular ap6s remogao
e transporte dos ovarios, uma vez que, na maioria
das vezes, esses animais encontram-se distantes
dos laboratérios de reprodugdo. Além disso, é
impossivel a manipulagdo desses foliculos
isolados em curto periodo de tempo, afetando,
dessa forma, a viabilidade antes do cultivo in
vitro. Assim, o desenvolvimento de protocolos
de conservagdo de foliculos pré-antrais ¢ muito
importante para o sucesso da criopreservacao
e/ou cultivo folicular in vitro.

Os protocolos empregados para conservagao de
ovarios tém utilizado meios de composicao
simples, como a solugdo salina 0,9%, em bovinos
(Solano et al., 1994; Lucci et al., 2004), ou
complexa, como o TCM 199, em caprinos
(Ferreira et al., 2001) e ovinos (Matos et al.,
2004). O TCM 199 tem sido largamente
empregado com sucesso no cultivo in vitro de
embrides, odcitos oriundos de foliculos antrais e
pré-antrais, bem como na conservagdo de
foliculos pré-antrais caprinos e ovinos nas
temperaturas de quatro e 20°C. Entretanto, a
influéncia do TCM 199 sobre a conservagao de
foliculos pré-antrais bovinos ainda ndo foi
testada.

O objetivo deste estudo foi investigar a eficiéncia
da solugdo salina 0,9% e TCM 199 na
conservacdo de foliculos pré-antrais bovinos in
situ em diferentes temperaturas (4, 20 ou 39°C) e
tempos de incubagdo (2, 4, 12 ou 24h).

MATERIAL E METODOS

Ovarios (n=10) de cinco vacas adultas sem raga
definida foram coletados em abatedouro local,
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imediatamente apds o abate. Apos a coleta, os
ovarios foram lavados uma vez em élcool a 70%
por aproximadamente dez segundos e, em
seguida, duas vezes em solucdo salina 0,9% e
processados conforme descrito no protocolo
experimental.

No abatedouro, os ovarios oriundos de um
mesmo animal foram divididos em 25
fragmentos de aproximadamente 9mm’. Logo
apds a coleta, fixou-se, em Carnoy, um
fragmento aleatoriamente escolhido para analise
histologica dos foliculos pré-antrais (controle -
ndo conservado). Distribuiram-se aleatoriamente
os 24 fragmentos restantes em tubos estéreis' de
15ml, contendo 2ml de solugdo salina 0,9% ou
TCM 199 e, em seguida, mantidos a 4, 20 ou
39°C por 2, 4, 12 ou 24h. Mantiveram-se as
temperaturas com auxilio de recipientes térmicos
com agua a 4, 20 ou 39°C. Apds o periodo de
conservacdo, realizaram-se a fixacdo e o
processamento individual dos fragmentos para a
histologia classica. Cada tratamento foi repetido
cinco vezes. Aferiu-se o pH dos meios de
conservagdo no inicio (meio fresco) e término
dos tempos de conservacgao.

Apds o término do periodo de conservacgdo, os
fragmentos foram fixados em Carnoy por 12h,
desidratados em séries gradativas de etanol,
clarificados em xilol e embebidos em parafina.
Seccionou-se o tecido ovariano seriadamente, em
intervalos de sete micrometros; as secgdes foram
coradas pelo método PAS-hematoxilina. Nas
secgOes examinadas com auxilio de um
microscopio dptico’, consideraram-se somente 0s
foliculos pré-antrais que apresentassem nicleo
do odcito visivel. Avaliaram-se cerca de 155
foliculos pré-antrais por tratamento.

Os foliculos pré-antrais foram classificados de
acordo com o estadio de desenvolvimento em
primordiais (o6cito circundado por uma camada
de célula da granulosa de formato pavimentoso)
e em desenvolvimento (odcito circundado por
uma ou mais camadas de células da granulosa de
formato cubico). A qualidade folicular baseou-se
na morfologia do odcito (presenga ou auséncia
de picnose nuclear ou retragdo citoplasmatica),
na organizacdo das células da granulosa, bem
como na presenga ou auséncia de picnose e
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integridade da membrana basal. De acordo com o
odcito e as células da granulosa, classificaram-se
os foliculos como normais (odcito saudavel e
células da granulosa bem organizadas — Fig. 1a)
ou degenerados do tipo 1 (odcito com nucleo

picnético, apresentando-se  algumas  vezes
retraido — Fig. 1b) ou degenerados do tipo 2
(o6cito degenerado e células da granulosa
desorganizadas — Fig. 1c).

Figura 1. Secgdes histologicas de um foliculo normal (a), foliculo degenerado tipo 1 (b) e foliculo
degenerado tipo 2 (c), apds conservagdo in situ. CG: células da granulosa, Nu: nucleo do odcito.

Colorag¢do PAS-hematoxilina (400x).

Os efeitos de solug@o (solugdo salina 0,9% e
TCM 199), temperatura ¢ tempo de incubagdo
sobre a porcentagem de foliculos normais e
degenerados (tipo 1 e tipo 2), bem como sobre as
diferentes classes foliculares (primordiais ¢ em
desenvolvimento), foram analisados pelo teste
qui-quadrado (P<0,05).

RESULTADOS

Analisaram-se 3881 foliculos pré-antrais (cerca
de 155 foliculos por tratamento). A porcentagem

de foliculos normais, conservados em solugdo
salina 0,9% a 4°C por 24h e 20°C por 4h, foi
similar (P>0,05) a de foliculos do grupo-
controle. No entanto, a conserva¢do em solugdo
salina a 20°C por 12 ou 24h e a 39°C por 2h ou
mais reduziu (P<0,05) a porcentagem de
foliculos normais em relacdo aos foliculos-
controle. Resultados similares foram obtidos
quando o TCM 199 foi utilizado, exceto para o
tratamento em que os fragmentos ovarianos
foram incubados a 20°C por 12h, isto ¢, a
porcentagem de foliculos normais foi similar
(P>0,05) a de foliculos-controle (Fig. 2).
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Figura 2. Efeito da temperatura e tempo de conservacdo sobre a porcentagem de foliculos pré-antrais
morfologicamente normais, conservados em solucdo salina 0,9% e TCM 199.

*Diferem estatisticamente do controle (P<0,05). Letras distintas, maiisculas no mesmo tempo de
incubagdo e minusculas na mesma temperatura, indicam diferenca (P<0,05); letras gregas distintas entre
0s meios, nas mesmas temperatura e tempo de incubagdo, indicam diferenca (P<0,05).
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O efeito do tempo de incubagdo foi analisado em
cada temperatura e em cada meio de
conservacdo. Em ambas as solugdes, ndo foi
observado efeito do tempo de conservagdo ao se
utilizar a temperatura de 4°C. No entanto, a
conservacgdo em solugdo salina a 20°C promoveu
redugdo da porcentagem de foliculos normais
com o aumento do tempo de 4 para 12 ou 24h.
Quanto ao TCM 199, essa diminuicdo foi
observada apenas com o aumento do tempo de
conservacgdo de 2 para 24h (P<0,05). A redugdo
(P<0,05) da porcentagem de foliculos pré-antrais
normais ocorreu com o aumento do tempo de
incubag@o de 2 para 4, 12 e 24h, em ambas as
solugdes a 39°C.

Com relagdo ao efeito da temperatura em um
mesmo periodo de incubagdo, nos tempos de
conservagdo de 12 e 24 h, foi observado que, em
solucdo salina a 20°C, a porcentagem de
foliculos normais reduziu-se quando comparada
a porcentagem de foliculos normais em solugdo a
4°C. Independentemente do tempo de incubagdo
em ambas as solugdes, o percentual de foliculos
morfologicamente normais observado a 39°C foi
significativamente  inferior  (P<0,05) ao
percentual observado apo6s conservagdo a 4 e
20°C.

Ao se comparar a soluggo salina 0,9% com TCM
199 em uma mesma temperatura € em um
mesmo tempo de incubagédo (efeito de meio), ndo
foram observadas diferencas (P<0,05) na
porcentagem de foliculos pré-antrais normais a
4°C entre todos os periodos de incubagdo
testados. Entretanto, foi observada porcentagem
(P<0,05) mais alta de foliculos normais em TCM
199 conservados a 20°C por 12 ¢ 24h ¢ a 39°C
por 12h.

Na Fig. 3 mostra-se a distribui¢do de foliculos
pré-antrais degenerados tipo 1 e tipo 2 no
controle e nos diferentes tratamentos apos
conservacdo em solucdo salina (Fig. 3a) e em
TCM 199 (Fig. 3b). Predominancia (P<0,05) de
foliculos degenerados tipo 1 foi encontrada no
controle e ap6s conservacdo em solugdo salina a
4°C por 2, 4 ¢ 24 h, a 20°C por 4 ¢ 24h, ¢ em
TCM 199 a 4°C em todos os tempos de
incubagdo, bem como a 20°C por 2, 4 ¢ 24h. Em
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contraste, maiores porcentagens (P<0,05) de
foliculos degenerados tipo 2 foram observadas
apos conservagdo em ambas as solugdes a 39°C
em todos os tempos de incubacdo, exceto nos
fragmentos estocados em TCM 199 por 2 e 4h.

Quando comparado ao grupo-controle, observou-
se maior porcentagem de foliculos degenerados
tipo 1 em solugdo salina 0,9% a 20°C por 12 e
24h, e em TCM 199 a 20°C por 24h e a 39°C por
4, 12 e 24h. Quanto aos foliculos degenerados
tipo 2, comparado aos foliculos-controle,
encontrou-se percentual (P<0,05) mais alto em
foliculos conservados em solugdo salina 0,9% a
20°C por 12 e 24h e a 39°C em todos os tempos
de incubagdo, e em TCM 199 a 20°C por 12h e a
39°C em todos os tempos de incubacao.

Na Fig. 4 mostram-se as porcentagens de
foliculos primordiais ¢ em desenvolvimento
morfologicamente normais no grupo-controle e
apos conservagdo em solugdo salina 0,9% (Fig.
4a) ou TCM 199 (Fig. 4b). Em ambos os meios
testados, observou-se que, nas temperaturas mais
baixas (4 e 20°C) e por um curto periodo de
incubagdo (2 e 4h), os foliculos em
desenvolvimento mostraram-se (P<0,05) mais
resistentes ao resfriamento quando comparados
aos foliculos primordiais. A 39°C, ndo foi
observada diferenga (P<0,05) entre as duas
classes foliculares, excetuando-se quando os
foliculos foram mantidos em solugdo salina 0,9%
por 4h ¢ em TCM 199 por 12h, quando a
porcentagem (P<0,05) de foliculos em
desenvolvimento foi mais baixa em relagdao a de
foliculos primordiais.

DISCUSSAO

A morfologia dos foliculos pré-antrais bovinos
pode manter-se normal durante a conservagao ao
se utilizar tanto da solug@o salina quanto do
TCM 199. Entretanto, a eficiéncia de cada meio
de conservagdo depende da temperatura ¢ do
tempo de incubagdo.
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Figura 3. Distribui¢ao da porcentagem de foliculos pré-antrais degenerados do tipo 1 (deg. 1) e tipo 2
(deg. 2) no controle e ap6s conservagdo em diferentes tratamentos, em solugdo salina 0,9% (a) e em TCM
199 (b).

*Diferenca entre os tipos de foliculos degenerados em cada tratamento(P<0,05); Letras distintas
maiusculas indicam diferenca na porcentagem de foliculos degenerados tipo 1 e mintsculas na
porcentagem de foliculos degenerados tipo 2, entre os tratamentos (P<0,05).
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Figura 4. Porcentagem de foliculos primordiais e em desenvolvimento morfologicamente normais no
controle e apds conservagdo em solugdo salina 0,9 % (a) e em TCM 199 (b) em diferentes temperaturas e
tempos de incubagao.

Letras distintas indicam diferenca na porcentagem de foliculos normais encontrada em cada tratamento
(P<0,05).
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A conservagdo de fragmentos ovarianos a 4°C
por até 24h manteve a porcentagem de foliculos
pré-antrais normais similar a de foliculos-
controle, independente do meio utilizado. Foi
demonstrado, em pequenos ruminantes, que a
temperatura de 4°C pode ser utilizada com
sucesso na conservagdo de foliculos pré-antrais,
por até 24h, em solugdes simples, como a
soluc@o salina 0,9% em caprinos (Carvalho et al.,
2001; Costa et al., 2002) e ovinos (Andrade et
al., 2001), em solugdes ricas em nutrientes, como
0 TCM 199, também em caprinos (Ferreira et al.,
2001) e ovinos (Andrade et al., 2002; Matos et
al., 2004) ou em solugdes hiperosmoticas, como
a solugdo Braun-Collins em caprinos (Silva et
al., 2000). Roy e Treacy (1993) observaram que
as baixas taxas metabolicas, causadas pelas
baixas temperaturas, sdo essenciais para a
manutencdo da viabilidade de foliculos pré-
antrais humanos apds isolamento, devido a
diminuicdo do  metabolismo  celular e,
conseqiientemente, a redugdo da necessidade
metaboélica. Schmidt et al. (2003) relataram a
sobrevivéncia de foliculos primordiais humanos,
apos transporte a 0°C por 4h. Quanto a
conservacdo de ovarios bovinos, Lucci et al.
(2004) observaram porcentagem de foliculos
normais similar a de foliculos-controle, quando
conservados em solucdo a base de agua de coco a
4°C por até 18h.

Quando foliculos pré-antrais foram estocados a
20°C por até 4 e 12h em solugdo salina e TCM
199, respectivamente, a porcentagem de foliculos
pré-antrais normais ndo diferiu daquela
observada no controle. Resultados similares
foram observados com a conservagdo de
foliculos pré-antrais ao utilizar TCM 199 para a
espécie caprina (Ferreira et al., 2001) e ovina
(Matos et al., 2004) e solucdo salina 0,9%
também para caprinos (Costa et al., 2002) e
ovinos (Andrade et al., 2002). A temperatura de
39°C reduziu a porcentagem de foliculos bovinos
ap6s conservagao por 2h. Estes resultados
diferem daqueles descritos por Matos et al.
(2004), que trabalharam com ovelhas, nas quais
foi mantida a porcentagem de foliculos normais
similar a do grupo-controle, ap6s duas horas de
conservacdo em solucdo salina 0,9% e TCM 199.
Isso pode ser devido a diferengas entre as
espécies bem como ao tipo de foliculo pré-antral
empregado na conservagdo, pois os referidos
autores  trabalharam  exclusivamente com
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foliculos primordiais, que sdo mais resistentes,
por serem metabolicamente menos ativos. O
metabolismo normal (39°C) ou subnormal
(20°C), associado a baixa tensdo de oxigénio em
estudos in vitro, pode resultar em taxas de
degeneragdo folicular, como as observadas nos
fragmentos ovarianos estocados a 20°C e 39°C.
Jennings et al. (1975) sugeriram que mudangas
na permeabilidade da membrana celular,
induzida pela falta de oxigénio, causam
mudancas no nivel intracelular de fons Na", K' e
CI, que estdo associados as mudangas na
distribuicio de Ca™ e ao aumento da 4gua
intracelular. Tal fato leva ao aumento do volume
celular e conseqiientemente a degeneracdo
celular.

Neste estudo, 0 TCM 199 foi mais eficiente que
a solugdo salina 0,9% na conservagdo de
foliculos pré-antrais bovinos a 20°C por 12 e 24
h. Os foliculos pré-antrais utilizam nutrientes de
duas fontes, uma ¢ seu proprio estoque endéogeno
e outra, o meio de conservagao utilizado (Santos
et al., 2002). Com isso, a 4°C (em todos os
periodos de incubagdo) e a 20°C (por até 4h),
foliculos pré-antrais bovinos foram capazes de
sobreviver com suas reservas energéticas, pois,
os meios tiveram eficacia similar. Entretanto,
com o aumento do tempo e da temperatura de
incubagdo, a composi¢cdo do meio passou a ser
um fator importante para a manutengdo da
viabilidade folicular, pois, com o aumento do
metabolismo, aumenta conseqiientemente o
consumo dos nutrientes do meio. Os melhores
resultados observados a altas temperaturas e por
longo periodo de conservagdo utilizando TCM
199 foram, provavelmente, devido a riqueza em
nutrientes, como, por exemplo, sais inorganicos,
glicose, vitaminas e aminoacidos (Migliorisi et
al., 1987). Efeito similar foi demonstrado na
conservagdo de foliculos de pré-antrais ovinos
(Andrade et al., 2002).

A analise histolégica mostrou predominancia de
foliculos pré-antrais degenerados tipo 1
(degeneracdo somente no odcito) no controle
bem como nos fragmentos estocados a 4 e 20°C.
Resultados similares foram obtidos com foliculos
pré-antrais frescos bovinos (Erickson, 1986),
murinos (Hirshfield, 1988), caprinos (Bezerra et
al., 1998; Lucci et al., 1999) ¢ ovinos (Jorio et
al., 1991), estocados a 4°C em felinos (Wood et
al., 1997), caprinos (Ferreira et al., 2001; Silva et
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al., 2001) e ovinos (Andrade et al., 2001; Matos
et al., 2004), bem como no cultivo de foliculos
pré-antrais bovinos (Figueiredo et al.,, 1994;
Braw e Yossefi,, 1997). Segundo Lucci et al.
(2004), maior porcentagem de foliculos
degenerados tipo 1 foi encontrada no grupo-
controle, bem como nos tratamentos que nao
diferiram dele. De acordo com Jorio et al.
(1991), a degeneragdo do odcito ¢ a maneira
mais freqiiente de atresia observada em foliculos
pré-antrais. Hirshfield (1983) também relatou
que, nos foliculos secundarios com 75 a 150um
de diametro, a degeneragdo do odcito foi
comumente o Unico sinal da atresia. Estudos in
vitro também mostraram foliculos pré-antrais
com o odcito degenerado ou completamente
desaparecido, em que as células da granulosa
pareciam normais e continuavam a se proliferar,
mostrando que o odcito é muito mais sensivel
aos eventos da degeneracdo que as células da
granulosa (Figueiredo et al., 1994; Braw e
Yossefi, 1997). Ao contrario, nos tratamentos em
que os fragmentos foram conservados a 39°C, foi
mais comum a degeneracdo do tipo 2, nos quais,
além da degeneragdo do odcito, as células da
granulosa encontravam-se desorganizadas e
aumentadas de volume. Resultados similares
foram obtidos por Silva et al. (2001) na
preservacgdo de foliculos pré-antrais de cabras em
solucdo Braun-Collins e solu¢do a base de dgua
de coco a 39°C por até 24h, e por Matos et al.
(2004), na conservagao de foliculos primordiais
ovinos em solucao salina 0,9% e TCM 199.

Com relacdo ao efeito das condigdes de
conservacdo sobre as diferentes classes
foliculares (primordiais e em desenvolvimento),
foi observado que, nas temperaturas mais baixas
(4 ou 20°C), os foliculos em desenvolvimento
apresentaram-se mais resistentes que os foliculos
primordiais. Segundo Vanhoutte et al. (2004),
odcitos circundados com duas ou trés camadas
de células da granulosa podem ser mais
protegidos das injurias causadas pelo frio. Além
disso, os foliculos em desenvolvimento ja
passaram pelo processo inicial de ativagdo
folicular e possuem mais reservas nutritivas. No
entanto, com o aumento da temperatura de
incubagdo (39°C), foi verificado que, com 4 e
12h  de incubagdo, os foliculos em
desenvolvimento foram mais susceptiveis a
degeneragdo em solugdo salina 0,9% ¢ TCM 199,
respectivamente. Isso pode ser atribuido ao fato
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de que, na temperatura de 39°C, ha aumento do
metabolismo, dessa forma, os foliculos em
desenvolvimento necessitam de mais reservas
nutricionais que os foliculos primordiais que
ainda se encontram quiescentes.

Em conclusido, este estudo mostrou que foliculos
pré-antrais bovinos podem ser conservados
eficientemente a 4°C por até 24h em ambas as
solucdes e a 20°C por 4 e 12h em solucdo salina
0,9% e TCM 199, respectivamente. Entretanto,
foliculos pré-antrais bovinos, independentemente
do meio utilizado, mostraram-se altamente
susceptiveis a degeneragdo na temperatura de
39°C, mesmo em um curto periodo de incubagao.
A susceptibilidade da categoria folicular
(foliculos  primordiais e  foliculos em
desenvolvimento) a atresia foi afetada de forma
diferenciada pela temperatura de conservagao,
sendo os foliculos primordiais e em
desenvolvimento mais resistentes a atresia em
altas (39°C) e baixas (4 e 20°C) temperaturas,
respectivamente. O uso desse protocolo de
conservagdo poderd facilitar o transporte de
foliculos pré-antrais bovinos a laboratorios
especializados em Dbiotécnicas de reproducdo
animal, garantindo a manutencdo da morfologia
folicular, podendo esses foliculos fornecer
milhares de odcitos viaveis para o crescimento e
maturagdo in vitro e, ainda, ser possivel a
forma¢do de bancos de odcitos de animais
valiosos e daqueles em via de extingdo.
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