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RESUMO

Objetivou-se avaliar a propor¢do volumétrica dos constituintes do corpo luteo, o diametro
nuclear médio de células luteas e a distribui¢do de células luteas com granulos citoplasmaticos
no corpo luteo de animais Nelore ao longo da gestagdo e em animais ndo gestantes. Foram
coletados ovarios com corpos luteos de 24 animais abatidos no frigorifico Santa Vitoria
(Contagem-MG@G). Os ovérios foram divididos em quatro grupos de seis: animais em gestacao de
até 90 dias (1° ter¢o); em gestagdo entre 91 ¢ 180 dias (2° tergo); em gestagdo entre 181 ¢ 270
dias (3° ter¢o); e ndo gestantes. A idade gestacional foi determinada a partir da medida do
comprimento apico-caudal do feto. Os corpos luteos foram processados pela metodologia de
rotina para inclusdo em paraplast e foram feitas as coloragdes Hematoxilina e eosina,
Tricrdmico de Gomori, Azul de toluidina, Xylidine Ponceau e Azul de bromofenol para
avaliacdo em microscopio de luz. Na propor¢do volumétrica do corpo luteo os constituintes
avaliados foram citoplasma e nucleo de células luteas, tecido conjuntivo e fibroblastos, células
endoteliais e pericitos e vasos sanguineos. A frequéncia de corpos luteos no ovério direito foi de
79,16% (19/24). A propor¢do volumétrica de citoplasma de células luteas reduziu de
46,13+2,84% para 37,88+£3,50% e a de nucleo de células luteas reduziu de 9,16+1,03% para
6,21+1,02%, do primeiro para o segundo terco. A propor¢do de tecido conjuntivo e fibroblastos
aumentou de 20,93+5,39% no primeiro tergo, para 34,04+4,17%, no segundo terco. O diametro
nuclear de células lateas maiores aumentou de 23,66+1,73% no primeiro ter¢o, para
26,27+1,33% no terceiro, enquanto o didmetro nuclear das células menores ndo apresentou
diferenca entre grupos. Granulos citoplasmaticos foram observados apenas em células maiores.
A quantidade de células maiores com granulos aumentou significativamente de 2,33+1,94% no
primeiro terco, para 25,504+20,34% no segundo.

Palavras-Chave: Nelore, corpo luteo, histologia, granulos citoplasmaticos.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the volumetric proportion of the corpus luteum, the
mean nuclear diameter of lutein cells and the distribution of lutein cells with cytoplasmic
granules in the corpus luteum throughout pregnancy, and in cyclic Nelore cows. Twenty four
ovaries with corpus luteum were collected in Santa Vitoria slaughterhouse (Contagem-MG). The
ovaries were divided into four groups of six: animals until 90 days of pregnancy (1* third),
animals with gestation between 91 and 180 days (2™ third), animals with gestation between 181
and 270 days (3" third) and cyclic animals. The corpus luteum were processed for inclusion in
paraplast. The tissues were stained in Hematoxilin-eosin, Gomori’s Trichrome, Toluidine blue,
Bromophenol blue and Xylidine Ponceau for analysis in light microscope. In volumetric
proportion the constituents analyzed were: lutein cells cytoplasm and nucleus, connective tissue
and fibroblasts, endothelial cells and pericyte and blood vessels. The frequency of corpus luteum
in the right ovary was 79,16% (19/24). The volumetric proportion of lutein cells cytoplasm
decreased from 46,13+2,84% to 37,88+£3,50% and the volumetric proportion of nucleus
descreased from 9,16+1,03% to 6,21£1,02% between the frist and the second third of pregnancy.
The amount of connective tissue and fibroblasts significantly increased throughout gestation,
with 20,93+5,39% on first third and 34,04+4,17% on second. An increase in the nuclear
diameter of large lutein cells was observed between first (23,66+1,73%) and last third
(26,27£1,33%) of pregnancy, and the nuclear diameter of small lutein cells was not different
between groups. Cytoplasmic granules were found only in the large luteal cells. The amount of
lutein cells with granules increased throughout gestation, but significant difference was observed
only between the first (2,33+£1,94%) and second third (25,50+20,34%).

Key-words: Nelore cow, corpus luteum, histology, cytoplasmic granules.
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1. INTRODUCAO

A demanda da produgao carne no Brasil e no
mundo aumenta constantemente. Ha 50
anos, o consumo de carne no Brasil
representava 5,5% do consumo mundial e
em 2011 alcangou 13,9%. O rebanho bovino
brasileiro ¢ o segundo maior do mundo,
sendo composto por aproximadamente 254
milhdes de cabecgas, o que representa 19,3%
do rebanho mundial (USDA, 2013). O
Brasil ¢ o maior exportador de carne bovina
e o maior rebanho comercial (Brasil, 2006).
A conquista por maior espaco no mercado
externo depende do aumento da
produtividade do rebanho de corte e
acompanhamento do cenario mundial.

O rebanho brasileiro é composto por
diversas ragas de bovinos, as quais podem
ser divididas em dois grandes grupos
segundo a sua origem: taurinos (Bos faurus
taurus) e zebuinos (Bos taurus indicus). Os
zebuinos, origindrios da India, foram
introduzidos no Brasil pelos portugueses por
volta de 1870. Esses animais apresentam
como  principais  caracteristicas  pele
pigmentada e solta, pelos curtos e cupim.
Sdo ainda animais resistentes, precoces e
adaptados ao clima tropical e sistema
extensivo de producdo predominante no
Brasil, e por isso apresentam boas taxas de
producao (Santiago, 1987).

Atualmente existem aproximadamente 136
milhdes de zebuinos no rebanho brasileiro.
No pais, sdo exploradas quatro ragas de
zebuinos de origem indiana: Nelore, Gir,
Guzera e Sindi. Essas ragas deram origem a
outras: Indurasil, Nelore Mocho, Tabapua e
Gir mocho. Dentre essas, o Nelore tem
maior relevincia na pecudria de corte
Nacional, pois ¢ a raga com maior numero
de criadores e corresponde a 80% do total de
zebuinos no Brasil (Santiago, 1987).

Um dos principais fatores da criagdo de
bovinos de corte que influencia na

produtividade da carne ¢ a reproducdo
animal. A utilizacdo de biotecnias da
reprodugdo, como a inseminacdo artificial
(IA), inseminacdo artificial em tempo fixo
(IATF), transferéncia de embrides (TE) e
producdo de embrides in vitro (PIV),
possibilita a melhora dos indices
reprodutivos dos rebanhos. A melhoria dos
protocolos utilizados na aplicagdo dessas
técnicas depende do avango  do
conhecimento cientifico na area da fisiologia
da reprodugdo animal.

Originalmente, os protocolos de biotecnias
da reproducdo ndo eram ideais para
aplicacdo em zebuinos, pois foram criados
com base na fisiologia reprodutiva dos
taurinos. Mais tarde, houve a producgdo de
protocolos a partir da fisiologia dos
zebuinos, resultando em maior sucesso na
produtividade do rebanho nacional. Apesar
de os protocolos criados para zebuinos
serem muito eficientes, pouco ainda se
conhece sobre a morfologia do corpo luteo.
A ampliacdo do conhecimento sobre o corpo
luteo do Nelore pode aprimorar biotecnias
reprodutivas que demandam o controle do
corpo luteo em zebuinos, com o objetivo de
melhorar a eficiéncia reprodutiva do
rebanho.

O corpo lateo ¢ uma glandula enddcrina
ovariana de carater transitdrio, que secreta
progesterona durante a fase lutea do ciclo
estral e durante a gestacdo (Rodgers et al.,
1988). Nos bovinos, o corpo lateo ¢ o
regulador do ciclo estral e ¢ essencial para
manter a gestacdo até 165 a 180 dias,
quando torna-se importante na prevengao do
parto prematuro (Estergreen et al., 1967).

Considerando-se a literatura consultada,
observa-se  que  existem  diferencas
fisiologicas entre o corpo luteo ciclico e o
gestacional na espécie bovina. Contudo,
existe pouca informagdo sobre o corpo luteo
gestacional da vaca Nelore, o que motivou a
realizacdo do experimento que resultou na
presente dissertacao.
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1.1 Hipétese

A morfologia e a morfometria dos
constituintes do corpo luteo de animais
Nelore (Bos taurus indicus) difere no animal
gestante, quando se compara o0s trés
trimestres da gestacdo, e quando se compara
o animal gestante ao ndo gestante.

1.2 Objetivos

- Caracterizacdo macroscopica do corpo
Iuteo de animais Nelore;

- Avaliar a propor¢do volumétrica de
constituintes celulares do corpo luteo de
animais Nelore ao longo da gestacdo e de
ndo gestantes;

- Comparar médias do diametro nuclear de
células luteas de animais Nelore ao longo da
gestacdo e de ndo gestantes;

- Avaliar a presenga e composicao de
granulos citoplasmaticos em células luteas
de animais Nelore ao longo da gestacdo e
em animais nao gestantes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo estral bovino

O ciclo estral ¢ definido como o periodo
entre dois estros de um animal (Binelli et al.,
2001). A fémea bovina ¢ poliestral ndo
sazonal, apresentando  ciclos  estrais
regulares a cada 21 dias durante todo o ano.
O ciclo estral bovino ¢ dividido em fase
folicular e fase luteal. Na fase folicular
observa-se crescimento de foliculos e
producdo predominante de  estradiol,
enquanto na fase luteal, que ocorre da
ovulacdo até a regressdo do corpo luteo,
observa-se producdo predominante de
progesterona (Senger, 2003).

A fase folicular pode ser dividida em
proestro e estro (Hafez e Hafez, 2004). O
proestro se inicia apds a regressdo luteal e
tem duracdo de trés a cinco dias (Ferreira,
2010). Essa fase ¢ marcada pelo aumento da
concentracdo sérica de estradiol devido ao
recrutamento de foliculos, ¢ redugdo da
concentragio de progesterona em
decorréncia do processo de lutedlise. Com a
reducdo da concentragdo de progesterona
ocorre a retirada do feedback negativo desse
hormoénio sobre o hipotalamo e consequente
aumento da amplitude e frequéncia de
liberagdo de GnRH (Hafez e Hafez, 2004).
O proestro ¢ caracterizado pelo decréscimo
continuo da concentragdo sérica de FSH,
devido a producdo de estrégeno e inibina
pelos foliculos cada vez maiores, e aumento
da concentragdo de LH (Ferreira, 2010).

Quando em Dbaixa concentragdo na
circulagdo sanguinea, o estradiol exerce
feedback negativo sobre a liberacdo do
GnRH pelo hipotdlamo, o que ocorre
durante o inicio e meio da fase folicular do
ciclo estral. Ao final da fase folicular, esse
hormoénio apresenta-se em alta concentrag@o
devido ao estagio avancado de crescimento
folicular e, quando atinge o pico de
concentracdo, passa a exercer feedback

positivo sobre a liberagdo de GnRH pelo
hipotalamo. Essa inversdo do feedback
negativo para positivo estimula a liberagdo
do pico pré-ovulatéorio de LH pela
adenohipofise, iniciando o processo de
ovulacdo (Senger, 2003).

O Estro ¢ a fase do ciclo estral em que a
fémea apresenta receptividade sexual e tem
duracdo média de 12 a 30 horas (Hafez e
Hafez, 2004). O pico pré-ovulatorio de LH
ocorre no inicio do estro e desencadeia a
luteinizagdo das células da teca e da
granulosa e a ruptura do foliculo ovulatorio.
Em decorréncia desses processos correm a
ovulacdo e a formag¢do do corpo luteo
(Gongalves et al., 2008). Os bovinos ovulam
10 a 12 horas ap6és o fim do estro,
normalmente apenas um odcito, e a
ocorréncia de duplas ovulagdes ¢ de 10%
(Hafez e Hafez, 2004). Durante o estro, a
alta concentracdo sanguinea de estradiol
desencadeia o comportamento e as
caracteristicas comuns desse periodo:
turgidez uterina, relaxamento cervical,
hiperemia e edema de vulva e descarga
vaginal de muco translucido (Ferreira,
2010).

A fase luteal divide-se em metaetro e
diestro. Durante essa fase a concentracao
plasmatica de progesterona encontra-se
elevada, os pulsos de liberacdo de LH sdo
menos frequentes e de maior amplitude
quando comparados a fase folicular e a
secrecdo de FSH permanece constante
(Hafez e Hafez, 2004). O metaestro tem
duragdo de dois a cinco dias ¢ ¢ a fase em
que ocorre a ovulacdo, 0 a 12 horas apds seu
inicio (Ferreira, 2010). Apds a ovulagdo
inicia-se a formag¢ao do corpo luteo (Hafez e
Hafez, 2004).

O diestro ¢ a ultima fase do ciclo estral e
ocorre do quinto ao 17° dia. Nessa fase o
corpo luteo encontra-se totalmente formado
e funcional (Ferreira, 2010). A principal
funcdo do corpo luteo é produzir e secretar
progesterona, horménio que atua em varios
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tecidos  relacionados a  reprodugdo,
preparando o utero para receber a gestacao.
Para que a progesterona atue nos oOrgdos
reprodutivos, ¢ necessario que esses tenham
sido expostos ao estradiol, adquirindo
receptores hormonais. A progesterona atua
sobre o oviduto estimulando a produgdo de
fluido, que participa do desenvolvimento
inicial do embrido e, juntamente com o
estradiol, regula o transporte do odcito apds
a ovulacdo, garantindo que o concepto
alcance o utero no momento adequado. A
progesterona secretada pelo corpo lateo
inibe a divisdo celular da mucosa uterina e
prepara as células para fornecer nutrientes e
suporte ao embrido até o momento da
implantagdo, além de atuar sobre o
miométrio, bloqueando contragdes uterinas e
sobre a glandula mamaria estimulando seu
desenvolvimento (Niswender e Nett, 1994).
Um novo ciclo estral se inicia apds a
regressdo do corpo luteo, quando um novo
foliculo  selecionado  pode  tornar-se
ovulatério (Ferreira, 2010).

2.2 Dinamica folicular do ovario

A dinamica folicular, processo que envolve
crescimento e regressao de foliculos, ocorre
de forma continua ao longo do ciclo estral
(Hafez e Hafez, 2004). Ainda durante a fase
fetal, a fémea compde seu estoque de
foliculos primordiais no ovario, 0s quais sdo
formados por um odcito na profase da
segunda divisdo meidtica e algumas células
da pré-granulosa, envolvidos por uma
membrana basal (Gongalves et al., 2008).
Foliculos antrais em crescimento sdo
encontrados no ovario em qualquer
momento do ciclo estral, sob influéncia dos
hormoénios FSH e LH (Senger, 2003).

O crescimento de foliculos nos ovarios
bovinos ocorre em ondas, variando de uma a
quatro ondas por ciclo, mas a ocorréncia de
trés ondas ¢ mais frequente (Hafez e Hafez,
2004). Cada onda folicular é precedida por
um pico transitorio de FSH (Moore e
Tatcher, 2006) e desencadeia um pico de

estrogeno, devido ao recrutamento de alguns
foliculos, sendo que a ultima onda folicular,
ovulatoria, origina o pico de estrogeno de
maior amplitude (Ferreira, 2010). Uma onda
folicular é caracterizada pelo
desenvolvimento de um grupo de foliculos
maiores que 4mm de didmetro, do qual
apenas um se torna dominante, inibindo o
crescimento de foliculos menores ou
subordinados (Noseir, 2003).

A onda folicular pode ser dividida em quatro
etapas: recrutamento, selecdo, dominancia e
atresia. A fase de recrutamento se inicia
quando um grupo de foliculos primordiais
passa a crescer dependentemente de
gonadotrofinas, o que ocorre quando
atingem 3-4mm de didmetro (Moore e
Tatcher, 2006). Foliculos com didmetro
maior que 4mm passam a ter seu
desenvolvimento dependente do hormdnio
foliculo estimulante (FSH). Apos atingirem
didmetros maiores, de 7 a 9mm, esses
foliculos passam a ter crescimento
dependente do hormoénio luteinizante (LH;
Hafez e Hafez, 2004).

Na fase de sele¢do, alguns foliculos
anteriormente  recrutados continuam a
crescer, atingindo 6 a 10mm de diametro. Os
foliculos nao selecionados sofrem atresia.
Na divergéncia, momento em que ocorre
diferenca entre as taxas de crescimento dos
dois maiores foliculos da onda folicular,
apenas um foliculo continua a crescer,
tornando-se dominante e inibindo o
crescimento dos outros (Gongalves et al.,
2008).

Na fase de dominancia, o foliculo maior
adquire a capacidade de inibir os
subordinados (Ferreira, 2010). O foliculo
dominante, segundo Driancourt (2001) ¢,
provavelmente, o primeiro a apresentar
receptores para LH nas células da granulosa,
0 que ocorre quando atinge 8 a 9mm de
diametro. Nesta fase, a producao de inibina e
estrogeno pelo foliculo dominante ¢ alta,
inibindo a liberagdio de FSH pela
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adenohipofise (Ferreira, 2010). Foliculos
dominantes, quando expostos a um ambiente
favoravel em relagdo as concentragoes
hormonais, podem tornar-se ovulatorios
(Gongalves et al., 2008).

2.3 Corpo luteo: luteogénese e lutedlise

O corpo lateo ¢ uma glandula enddcrina
ovariana transitoria, que secreta
progesterona durante a fase lutea do ciclo
estral e durante a gestacdo (Rodgers et al.,
1988). A progesterona, principal produto de
secrecdo do corpo luteo, ¢ essencial na
mantenga da gestacdo, pois induz um estado
de quiscéncia no miométrio e suprime a
resposta imune materna contra o feto (Siiteri
e Stites, 1982). Além disso, ¢ responsavel
pela reducdo da atividade ovariana ciclica
durante a gestacdo e tem participacdo no
desenvolvimento da glandula mamadria. A
concentracdo sérica de progesterona se
mantém constante ao longo da gestagdo
(Hafez e Hafez, 2004). Em animais ndo
gestantes, a secre¢do de progesterona pelo
corpo luteo regula o comprimento do ciclo
estral (McCracken et al., 1999).

A produgdo insuficiente de progesterona
pelo corpo luteo ¢ considerada uma
importante causa de problemas reprodutivos
em mamiferos, pois a preparagdo do utero
para suportar o desenvolvimento
embriondrio ¢ dependente da agdo desse
hormoénio (Senger, 2003). Entre 25 e 55%
dos embrides de mamiferos sdo perdidos no
inicio da gestacdo, sendo a fun¢do luteal
inadequada uma das causas mais frequentes
(Niswender e Nett, 1994).

O corpo luteo bovino secreta também
ocitocina, que tem papel no parto, na
lactagdo e na regressdo do corpo lateo. A
concentragdo de ocitocina e neurofisina é
maior no corpo luteo da vaca ndo gestante
quando comparada a gestante (Flint e
Sheldrick, 1983), e foi demonstrado que sdo
as células luteas maiores que produzem a
ocitocina e a neurofisina (Rodgers et al.,

1983; Watkins, 1983; Guldenaar et al.,
1984).

Morfologicamente, o corpo luteo pode ser
classificado como protruso ou incluso e
cavitario ou ndo cavitario (Senger, 2003).
Em seu trabalho, Neves et al (2002)
encontraram 55,8% e 60,5% de corpos
luteos inclusos, 44,2% e 34,5% de corpos
luteos protrusos, 16,3% e 2,3% de corpos
luteos cavitarios, e 83,7% e 97,7% de corpos
luteos ndo-cavitarios em ovarios de vacas
ndo gestantes e gestantes, respectivamente.
Segundo Tom et al. (1998), 33 a 70% dos
corpos luteos sdo cavitarios, e este tipo de
formacao ndo afeta a gestacao.

A formagao do corpo luteo se inicia antes da
ovulacdo em um processo dependente do
LH, denominado luteogénese, e se completa
morfologica e funcionalmente no 12° dia do
ciclo estral (Hafez e Hafez, 2004). Nesse
processo, o foliculo ovulatério sofre
mudancas morfoldgicas, endocrinas e
enzimaticas (Smith et al., 1999).

Ap6és a onda  pré-ovulatéria  de
gonadotrofinas, o  didmetro  folicular
aumenta (McClellan et al., 1977), e as
jungdes intercelulares das células da
granulosa sdo reduzidas causando a
dispersdo dessas células (LeMarie, 1989). A
onda pré-ovulatéria de gonadotrofinas ¢
seguida  por  hiperemia, edema e
extravasamento de eritrocitos na teca
interna. Cavender e Murdoch (1988)
observaram vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular, edema e congestdo
seguido de isquemia, injiria vascular e
angiogénese na teca interna de foliculos pré-
ovulatorios. A hiperemia folicular facilita o
acesso do LH a camada avascular de células
da granulosa.

Apoés a ovulagdo, ocorre formacdo de
pregueamento da parede folicular, o que
facilita a migracdo de fibroblastos, células
endoteliais e células da teca para a regido
central da estrutura em desenvolvimento
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(O’Shea et al., 1980). Além disso, ocorre
desintegracdo da membrana basal que separa
as células da teca e as células da granulosa e
rompimento de pequenos vasos causando
hemorragia, o que possibilita a mistura entre
estas células, formando um tecido composto
por células do tecido conjuntivo, da teca e da
granulosa, denominado corpo hemorragico.
Esta estrutura ¢ observada no ovéario bovino
por até trés dias apos a ovulagdo (Senger,
2003).

O corpo hemorragico ¢ substituido pelo
corpo luteo a partir da remodelagdo desse
tecido, com rédpida proliferacdo celular e
aumento da producdo de progesterona (Tom
et al., 1998). Nesse processo, as células da
granulosa originam as células luteas maiores
e as células da teca interna originam as
células luteas menores. De células
produtoras de proteinas, no foliculos pré-
ovulatorio, elas passam a ter caracteristicas
de células produtoras de esteroides, no corpo
luteo (Junqueira e Carneiro, 2008).

Durante a formagdo do corpo luteo ocorre
intensa angiogénese, que ¢ a formacdo de
vasos sanguineos pela migracdo de células
endoteliais provenientes de vasos
preexistentes. A intensidade da angiogénese
estd relacionada ao aumento do fluxo
sanguineo para o corpo luteo, que ¢
proporcional & sua capacidade de producdo
hormonal (Acosta et al., 2003). No processo
de luteogénese ocorre também proliferacao
de fibroblastos e hipertrofia de células
luteas, contudo as células esteroidogéncias
ndo se proliferam apods a ovulagdo e, devido
a isso, a qualidade do corpo luteo depende
da qualidade do foliculo que o originou
(Ferreira, 2010).

O maior desenvolvimento do corpo luteo
ocorre entre os dias 3 e 12 do ciclo estral,
quando se observa rapido aumento de peso.
O foliculo ovulatério pesa em média 200mg
e, apds a ovulacdo, cresce em 12 dias até
atingir 4g em vacas de corte, podendo ser
maior em vacas leiteiras (Fields e Fields,

1996). Apods esse periodo, o tamanho e a
funcdo do corpo luteo permanecem
constantes até o 16° dia do ciclo, quando se
inicia sua regressdo. Quando ocorre
fertilizacdo, o trofoblasto do embrido em
desenvolvimento bloqueia a lutedlise através
da producdo e liberacdo de interferon Tau
(Hafez e Hafez, 2004). Dessa forma, o corpo
luteo ndo entra em regressdo no 16° dia,
persistindo por todo o periodo de gestagdo,
pois ¢ essencial para manté-la até os dias
165 a 180, apds os quais torna-se importante
na prevengdo do parto  prematuro
(Estergreen et al., 1967).

O corpo luteo ¢ um dos tecidos que recebe
maior fluxo sanguineo por volume e
apresenta alta taxa metabolica. Varios
fatores angiogénicos e seus receptores estdo
presentes no corpo luteo, dentre eles estdo as
angiopoetinas, fator de  crescimento
epidermal, fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs), fator de necrose
tumoral e fatores de crescimento endotelial
vascular (VEGFs). Os principais fatores
angiogénicos ovarianos sdo os FGFs e
VEGFs (Reynolds et al., 2000) e, segundo
Shirasuna et al. (2012), esses sdo essenciais
no controle da produgdo de progesterona e
na angiogénese na formacao do corpo luteo.

Durante o desenvolvimento do corpo luteo,
o VEGF ¢ encontrado predominantemente
em células luteais, e seus receptores,
principalmente em células endoteliais, o que
indica seu provavel papel na quimiotaxia das
células  endoteliais no processo de
angiogénese (Schams e Berisha, 2004). Hojo
et al. (2009) observaram que a expressdo
dos principais fatores angiogénicos ¢
elevada durante a fase de desenvolvimento
do corpo luteo e diminui na transi¢do da fase
madura para o inicio da regressao.

Vasos sanguineos luteais podem ser
classificados em dois tipos: arteriolas e
vénulas, que possuem camada de musculo
liso em sua parede, e didmetro médio de
40um e 30pm, respectivamente, e capilares,
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que ndo possuem camada muscular. No
corpo luteo bovino a quantidade de
arteriolas e  microcapilares  aumenta
consideravelmente entre a fase inicial e
madura do corpo luteo. Os microcapilares
diferem das arteriolas ndo sO
estruturalmente, mas também
funcionalmente. Esses apresentam apenas
uma camada de células endoteliais sobre a
membrana basal, possibilitando a troca de
substancias entre as células endoteliais e a
corrente sanguinea, enquanto as arteriolas e
vénulas sdo responsadveis pelo transporte de
hormonios, nutrientes ¢ metabolitos (Hojo et
al., 2009).

A disfuncdo luteal é caracterizada por baixa
producdo de  progesterona, lutedlise
prematura ou corpo liteo persistente, ¢ pode
ocorrer devido a angiogénese insuficiente.
Nos bovinos, a disfuncdo Iluteal esta
relacionada a infertilidade e morte
embrionaria precoce (Short et al., 1990).

A regressdo do corpo luteo é denominada
lutedlise e culmina na formag¢do de uma
cicatriz denominada corpo  albicans
(McCracken ef al., 1999). A lutedlise ocorre
em um periodo de 1 a 3 dias, ao final da fase
luteal do ciclo estral (Senger, 2003) ou ao
final da gestagdo, e pode ser dividida em
lutedlise funcional, que é representada pelo
declinio da producdo de progesterona, e
lutedlise morfoloégica, representada por
mudancas na estrutura celular do corpo
luteo. O processo € controlado pela ocitocina
e progesterona produzidas pelo proprio
corpo luteo, e pela PGF,, produzida pelo
endométrio (McCracken et al., 1999).

A duragdo do corpo luteo ¢ regulada por
fatores luteotroficos e luteoliticos, sendo o
principal hormoénio luteotrépico o LH. O
principal fator luteolitico do corpo lateo
bovino ¢ a PGF,, (Reynolds et al., 2000).
Até o quinto dia apos a ovulagdo, o corpo
luteo ¢ resistente a acdo de luteolisinas (Tsai
et al., 1998). Dois a trés dias apds a
ovulacdo a vascularizagdo luteal atinge seu

maximo (Reynolds et al., 2000). Quando o
corpo lateo estd completamente formado, a
maioria das células  esteroidogénicas
estabelece contato com um capilar e, nesse
momento, o corpo liteo se torna sensivel a
acdo da PGF,, podendo assim sofrer
lutedlise (Schallenberger et al., 1984).

A acdo da PGF,, leva a reducdo do fluxo
sanguineo, formag¢do de infiltrado de
macréfagos e eosindfilos (Murdoch, 1987),
reducdo da quantidade de RNAm para a
enzima 3B-hidroxiesteroide-desidrogenase,
degeneragdo das células endoteliais de
capilares, obstrugdo do limen de capilares e
mudancas nucleares e citoplasmaticas
compativeis com apoptose nas células
luteais. Todas essas alteragdes culminam na
queda da producdo de progesterona pelo
corpo luteo (O’Shea et al, 1977). Na
histologia, a redu¢do do didmetro vascular é
uma das primeiras altera¢des no corpo liteo
relacionadas a lutedlise (Azmi e O’Shea,
1984).

A PGF,, uterina desencadeia a degeneragdo
de células endoteliais e esteroidogénicas
(McCracken et al., 1999). Nos bovinos, a
artéria ovariana apresenta-se justaposta a
veia ovariana, que drena o corno uterino e o
ovario ipsilateral, o que possibilita a
passagem da PGF,, uterina pela veia
ovariana diretamente para a artéria ovariana
por mecanismo de contracorrente. Essa via
evita que ocorra a metabolizagdo da PGF,,
na via sistémica durante a passagem pelos
pulmdes (Ginther, 1974).

As alteragdes observadas na estrutura do
corpo luteo apds o parto sdo semelhantes
aquelas que ocorrem ao final do ciclo estral,
contudo o primeiro processo de regressdo €
mais lento que o segundo (O’Shea e Wright,
1985). Outra diferenga entre os dois
processos ¢ observada no corpo luteo da
gestagdo, dois a trés dias apds o parto,
quando ocorre fusdo de células luteais
formando células sinciciais. Estas células
gigantes apresentam cinco nucleos ou mais,
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comprimento de 300um e numerosas
goticulas lipidicas no citoplasma. Esse tipo
de formacdo persiste por mais de 22 dias
apos o parto e ndo ¢ encontrada na regressao
do corpo luteo do ciclo estral. Por volta do
dia 35 apos o parto, o tecido luteal foi quase
completamente  substituido por tecido
conjuntivo fibroso, mas ainda pode-se notar
algumas células luteais remanescentes
(Sawyer, 1995).

2.3.1 Volumetria dos componentes do corpo
luteo

O corpo luteo ¢ formado por células nao
esteroidogénicas e esteroidogénicas,
constituidas pelas células lateas maiores e
células luteas menores. As células
esteroidogénicas ocupam 67,9% do volume
do tecido luteal. Dentre as células ndo
esteroidogénicas, estdo as células
endoteliais, os fibroblastos e as células de
defesa do sistema imune, como leucdcitos e
macréfagos (O'Shea et al., 1989). A células
endoteliais e pericitos representam 14% do
volume luteal ¢ 53% do numero total de
células presentes no corpo luteo bovino,
enquanto as células lateas maiores e
menores  representam, respectivamente,
3,5% e 26,7% do niimero de células que
compde o corpo luteo, e 27,7% e 40,2% do
volume do corpo luteo, durante a gestagdo
(Fields e Fields, 1996).

No dia 12 do ciclo estral, O’Shea et al.
(1989) encontraram propor¢do volumétrica
de 27,7£6,3% para células luteas menores ¢
40,2+£7,0% para células luteas maiores no
corpo luteo bovino, mas informagdes sobre a
propor¢do volumétrica do corpo lateo
bovino na gestacdo sdo escassas.

A diferenciagdo de células luteas maiores e
menores na microscopia optica baseia-se em
seu diametro, contudo essa medida é muito
variavel entre trabalhos: Chegini et al.
(1984) encontraram didmetro médio superior
a 18um para células luteais maiores, Weber
et al. (1987) encontraram diametro superior

a 23um, Koos e Hansel (1981), superior a
25um, O'Shea et al. (1989), didmetro de
38um durante a fase intermediaria do ciclo
estral, e Rodgers et al. (1986) observaram
didametro minimo de 26pm.

A proporc¢do entre células luteas maiores e
menores apresenta também grande variagdo.
Essa propor¢do ¢ importante quando se quer
estimar a contribuicdo de cada tipo celular
na funcdo luteal (O'Shea et al, 1989).
Hansel et al. (1987) observaram proporg¢ao
de 20:1 a 40:1 entre células luteais menores
¢ maiores, enquanto Weber et al. (1987)
encontraram relagdo de 10-2:1. A proporgdo
entre células luteas menores e maiores
encontrada por O'Shea et al. (1989) foi de
7,6:1,0. Segundo Farin et al. (1986), as
cé¢lulas menores aumentam em nimero mas
ndo em tamanho, e as células maiores
aumentam em tamanho, mas n3o em
numero, a medida em que o corpo liteo se
desenvolve.

As células lateas maiores apresentam
formato esférico ou poliédrico, com nucleo
grande e arredondado e nucléolo
proeminente e se originam das células da
granulosa do foliculo ovulatério e das
células luteas menores, o que justifica o
aumento da quantidade de células luteas
maiores ao longo da vida do corpo luteo.
Contém granulos densos com
aproximadamente 150-300nm (O'Shea et a!.,
1989) dispersos no citoplasma tanto no
corpo luteo ciclico quanto no gestacional
(Alila e Hansel, 1984), ¢ sdo responsaveis
pela producdo de pelo menos 80% da
progesterona proveniente do corpo lateo
(Niswender et al., 1985).

As células luteas menores apresentam forma
estrelada, citoplasma mais escuro que as
células luteas maiores (Senger, 2003), 10 a
20um de didmetro (Hansel ef al., 1987) e sdo
provenientes das células da teca interna.
Contudo, proximo ao final da gestacdo e
apods o parto, a densidade citoplasmatica das
células menores se torna similar a das
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maiores (O’Shea e McCoy, 1988). Durante a
gestagdo, as células lateas menores
apresentam didmetro maior (20-25um) que
durante o ciclo estral e algumas apresentam
granulos citoplasmaticos (Alila e Hansel,
1984).

Diferentemente do que ¢é observado em
ovinos, nos quais pode-se diferenciar as
células luteais pela presenga de goticulas
lipidicas no citoplasma apenas das células
menores, goticulas lipidicas estdo presentes
tanto em células luteas maiores quanto em
menores nos bovinos, logo a diferenciagdo
destes dois tipos celulares em microscépio
de luz ¢ feito apenas pela comparacdo de
diametro, formato e densidade
citoplasmatica (O'Shea et al., 1989). No
final da gestagdo, as células luteas maiores
apresentam maior quantidade de goticulas
lipidicas no citoplasma, indicando reducao
da capacidade esteroidogénica dessas células
ao longo da gestacdo (McClellan et al.,
1977).

Durante o ciclo estral, normalmente
observa-se menor numero de células luteas
maiores por grama de tecido luteal em
comparagdo ao corpo luteo da vaca gestante,
¢ maior numero de células luteas menores no
corpo luteo do ciclo estral em relacdo ao da
gestacdo (Alila e Hansel,1984). Xavier ef al.
(2012) ndo  observaram  diferengas
histolégicas nas células lateas quando
compararam os trés trimestres da gestacdo
na vaca, contudo verificaram que ocorre
aumento da quantidade de tecido conjuntivo,
fibroblastos e matriz extracelular ao final da
gestacao.

Segundo Shirasuna et al. (2012), varios tipo
de leucécitos foram observados no corpo
luteo. Dentre essas estdo as células T CD4+,
CD8+, macrofagos, eosinédfilos e neutrofilos.
Essas células de defesa tém a funcado de
produzir citocinas no corpo lateo. Observa-
se menor numero de células de defesa no
corpo luteo da fémea gestante quando em
comparagdo com o da ndo gestante

(Bagavandoss et al., 1990). No corpo luteo
de bovinos, a quantidade de células T CD4+
e CD8+ ndo varia ao longo da fase luteal do
ciclo estral, e a quantidade de macréfagos e
monocitos ¢ alta no corpo Iluteo em
desenvolvimento. Experimentos que
realizaram a eliminacdo dos macrofagos no
ovario resultaram em disfun¢ao endotelial, o
que indica a importancia dos macrofagos na
manutencdo da  integridade  vascular
ovariana (Shirasuna et al., 2012).

2.3.2 Granulos citoplasmdticos em células
luteas

Fields et al. (1992a) e Chegini et al. (1984)
observaram que granulos secretorios
citoplasmaticos ocorrem nas células luteas
maiores e menores, contudo, apenas as
células maiores possuem estes granulos em
abundancia, enquanto Kohsaka et al. (2001)
e Gongalves et al. (2008) descreveram as
células luteas maiores como as Unicas que
contém granulos secretorios citoplasmaticos
no corpo luteo.

Os granulos das células do corpo luteo
bovino, diferentemente do que ¢ observado
em suinos e ovinos, encontram-se
concentrados em uma unica regido do
citoplasma, ndo sendo  distribuidos
uniformemente (Gimenez ¢ Henricks, 1983;
Theodosis et al., 1986). Esses ninhos de
granulos apresentam didmetro de 10um em
animais ndo gestantes ¢ 15um em gestantes
(Fields e Fields, 1996). Devido a essa
caracteristica, Fields et al. (1992a), em
cortes seriados de um grande numero de
células luteas maiores, encontraram granulos
em apenas 84% das células no dia sete do
ciclo estral, apesar de a quantidade de
células contendo granulos provavelmente ser
maior, uma vez que os ninhos de granulos
ocupam apenas um ter¢co do comprimento
celular.

O corpo luteo de ruminantes produz e
secreta ocitocina durante o ciclo estral,
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sendo esse hormonio responsavel pelo inicio
da lutedlise através da estimulagdo da
liberagdo de PGF,, pelo tutero. A partir de
estudos in vivo, Rodgers et al. (1983)
demonstraram que essa producao e liberagdo
de ocitocina ¢ feita exclusivamente pelas
células maiores. A ocitocina ¢ armazenada
em granulos e liberada por exocitose (Fields
et al., 1992a).

As concentragdes de ocitocina e neurofisina
em animais ndo gestantes sdo maiores que
em animais gestantes (Wathes et al., 1983).
A partir de estudos utilizando a técnica da
imunocitoquimica, Sawyer et al. (1986)
observaram que a neurofisina e a ocitocina
estdo restritas ao citoplasma de células
luteas maiores, ¢ a quantidade de células
com granulos aumenta ao longo do ciclo
estral, de forma que no dia 16 todas as
células maiores apresentam-se
imunorreativas.

A formagdo de granulos secretdrios ocorre
em células luteas maiores
independentemente da  ocorréncia de
gestacdo. Granulos secretorios de células
luteas maiores do corpo luteo de vacas ndo
gestantes contém ocitocina e neurofisina, e
sua distribuicdo ¢ variavel ao longo do ciclo
estral. Apenas 3% das células luteas maiores
contém granulos no dia 3 do ciclo estral. No
dia 7, a quantidade de granulos atinge o
maximo, com 84% das células
apresentando-os. No dia 11, observa-se 64%
de células luteas maiores contendo granulos
e, a partir dai, a quantidade diminui ainda
mais, apresentando apenas 26% de células
com granulos no dia 14, 16% no dia 17 ¢ 8%
no dia 19. A fung¢do dessa liberagdo precoce
de ocitocina e neurofisina no ciclo estral ndo
¢ conhecida (Fields e Fields, 1996). Caso a
gestagdo seja iniciada, os granulos ndo
sofrem a redu¢do observada ao final do ciclo
estral e permanecem presentes em grande
quantidade em células maiores ate o 20° dia.
Por volta do dia 30 da gestacdo, os granulos
praticamente  desaparecem através do

mecanismo de exocitose (Fields et al.,
1992b).

Em vacas gestantes, as células Iuteas
maiores apresentam duas populacdes
distintas de granulos citoplasmaticos cujo
conteido permanece incerto: granulos
grandes, com 500-2000nm em didmetro e
granulos pequenos, com 100-300nm em
diametro (Fields et al. 1992a). Granulos
pequenos foram observados tanto em células
maiores do corpo luteo ciclico quanto no
gestacional em vacas. Na gestacao, esses sdo
observados a partir do dia 45, aumentam em
quantidade até atingirem o pico entre os dias
180 e 210 (Fields et al, 1985) e
desaparecem proximo ao parto (Kohsaka et
al., 2001). Em ovelhas nao gestantes, foi
demonstrada a presenga de ocitocina e
neurofisina  nos  granulos  pequenos
(Theodosis et al., 1986). Contudo, o
conteudo dos granulos pequenos que
aparecem no corpo liteo de vacas gestantes
ainda ndo ¢ conhecido e sabe-se que ndo
contém relaxina ou oxitocina (Fields et al.,
1992a; Kohsaka et al., 2001). Granulos
citoplasmaticos grandes, ao contrario dos
granulos pequenos, apresentam-se €scassos
aos quatro meses de gestagdo, aumentam em
quantidade a partir do sétimo més e atingem
0 pico proximo ao parto. Esses granulos
contém relaxina (Fields et al.,, 1985;
Kohsaka et al., 2001).

Xavier et al. (2012), estudando corpos liteos
de vacas Nelore nos trés trimestres de
gestagdo, ndo observaram padrio de
distribui¢do dos granulos citoplasmaticos
das células lateas maiores, os quais foram
observados em todos os estagios, com maior
intensidade ao final da gestagao.

Ao longo desta revisdo e tendo em vista toda
a literatura consultada, nota-se que alguns
mecanismos fisioldgicos e caracteristicas do
corpo luteo ainda precisam ser esclarecidos.
Considerando-se a sua importdncia na
regulagdo do ciclo estral e da gestagao,
torna-se evidente que o maior entendimento
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do funcionamento do corpo luteo desta glandula para aplicagdo na pratica da
possibilitaria o aperfeigoamento do controle reproducgdo animal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento e obtencio das
amostras

O experimento foi realizado na Escola de
Veterindria da UFMG, com espécimes de
genitais de fémeas Nelore (Bos taurus
indicus) obtidos no frigorifico Santa Vitoria,
no municipio de Contagem — MG. Os
procedimentos foram realizados de acordo
com os principios éticos da experimentagdo
animal, adotados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFMG), sob o
protocolo n°. 247/2013 (Anexo 6).

Logo apés o abate dos animais no
frigorifico, os genitais foram avaliados em
relacdo ao estadio fisioldgico e presenca de
corpo lateo nos ovarios. A coleta dos
ovarios foi baseada na presenca de corpo

luteo com caracteristicas de funcionalidade,
como intensa vascularizagdo periférica,
coloragdo vermelho-escuro a alaranjado e
textura firme.

Na avaliac¢do dos genitais obtidos de animais
gestantes, o feto foi exteriorizado e o corddo
umbilical foi seccionado. O comprimento
apico-caudal do feto (osso occipital até a
primeira vértebra coccigea; Fig. 1) foi
medido e utilizado como meio de
determinagdo da idade gestacional, segundo
Richardson (1996), a partir da seguinte
férmula:

X=2,5(Y +21), onde:

X ¢ a variavel idade da gestagao (dias);

Y representa o comprimento apico-caudal
(cm).

Figura 1. Feto bovino: medig¢do do comprimento apico-caudal.

A partir da determinagdo do estadio
fisiologico, gestante ou ndo gestante, ¢ da
medida do comprimento &apico-caudal, os
ovarios com corpo luteo funcional foram
distribuidos em quatro grupos:

*  Grupo 1: Ovarios de animais ndo
gestantes (n = 6);

*  Grupo 2: Ovarios de animais em
gestacdo de até 90 dias (n = 6);

*  Grupo 3: Ovarios de animais em
gestacdo de 91 a 180 dias (n = 6);
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*  Grupo 4: Ovarios de animais em
gestagdo de 181 a 270 dias (n = 6).

A amostra foi composta por 24 ovarios, seis
em cada grupo. O n foi determinado a partir
do calculo amostral, segundo equagdo
proposta por Sampaio (2007).

3.2 Avaliacdo macroscopica e processamento
do corpo liteo

3.2.1 Preé-fixagdo e avaliagdo macroscopica

Os ovarios foram pré-fixados por um
periodo inferior a quatro horas em formalina
neutra tamponada a 10%. Apdés a pré-
fixacdo, foi feita a classificacdo dos corpos
luteos de acordo com a sua morfologia

macroscopica em protruso ou incluso e
cavitario ou ndo cavitdrio. Em seguida, os
corpos luteos foram dissecados do estroma
ovariano.

3.2.2 Processamento histologico

Foram  feitos cortes  sagitais  de
aproximadamente 3mm de espessura nos
corpos luteos para garantir a completa
fixagdo do tecido em formalina neutra
tamponada a 10% (Fig. 2). Os corpos luteos
foram mantidos na solugdo fixadora por 48
horas e, em seguida, permaneceram em uma
solugdo de alcool a 70% até o momento do
processamento histologico.
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Figura 2. Esquema de cortes no corpo liteo apds a pré-
fixagdo com formalina neutra tamponada a 10%.

O processamento dos tecidos para inclusdo
em paraplast foi adaptado da metodologia de
rotina para inclusdo em parafina (Michalany,
1980):

1) Desidratagdo: o  tecido  foi
desidratado em uma sequéncia de
alcool etilico a concentragdes de
70%, 80%, 90% e alcool absoluto I,
I e III, permanecendo 30 minutos
em cada etapa;

2) Diafanizacdo: apds a desidratagdo,
os tecidos passaram por trés banhos
com duragdo de 30 minutos em
xilol, com o objetivo de substituir o
alcool no tecido, possibilitando a
penetragdo do paraplast no momento
da impregnacao;

3) Impregnagdo e inclusdo: os tecidos
passaram por trés banhos de
paraplast, cada um com duracdo
minima de 30 minutos e, em
seguida, foram incluidos em
Paraplast Plus® (P3683 Sigma).

Foram feitos cortes de 3um de espessura nos
blocos de paraplast em micrétomo manual.
Posteriormente, 0s cortes foram
desparafinizados, hidratados e submetidos a
técnica de coloracdo com Hematoxilina-
eosina, Tricromico de Gomori, Azul de
toluidina, Xylidine Ponceau e Azul de
bromofenol, e selados com Entellan® (Merck
Millipore) em laminas para microscopio,
segundo os seguintes procedimentos:
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1)

2)

Desparafiniza¢do e hidratagdo: as
laminas receberam um banho em
xilol com duracdo de 10 minutos, e
dois banhos com duracdo de 5
minutos. Em seguida, passaram por
um banho em solu¢do de xilol e
alcool (1:1) por 5 minutos. No
processo de hidratacdo, as laminas
receberam trés banhos em alcool
absoluto, cada um com duragdo de 5
minutos, € trés banhos em alcool
95%, 80% e 70%, cada um com
duracdo de 5 minutos. Apds os
banhos em solugdo alcodlica, as
laminas foram lavadas em agua por
5 minutos.

Coloragoes:

Hematoxilina-eosina: as laminas
foram imersas em hematoxilina por
2 a 3 minutos e lavadas em agua
corrente por 10 minutos. Em seguida
foram imersas em eosina por 2 a 3
minutos ¢ novamente lavadas em
agua corrente.

Tricromico de Gomori: as laminas
foram imersas em hematoxilina por
2 a 3 minutos e lavadas em agua
corrente por 10 minutos.
Posteriormente foram coradas com
Tricrdbmico de Gomori por 15
minutos e lavadas em agua corrente
novamente.

Azul de toluidina: as laminas foram
lavadas em 4gua corrente por 2
minutos e coradas pelo azul de
toluidina por 15 segundos a 1
minuto. Apos a coloragdo, as
laminas foram lavadas em d4gua
corrente até a diferenciagdo e
retirada do excesso de corante.

- Técnicas histoquimicas:
Xylidine Ponceau: as laminas foram

imersas em solucdo corante de
Xylidine Ponceau por 15 minutos e

diferenciadas em tampdo acetato
(pH=1,7) por 12 a 24 horas.

Azul de bromofenol: as laminas
foram coradas em solu¢do de azul de
bromofenol por 30 minutos. Em
seguida foram lavadas em solucdo
de acido acético 0,5% por 10
minutos, trés vezes. Posteriormente
as laminas foram lavadas em &gua
corrente até o momento em que o
corante tornava-se azulado.

Ap0s a coloragdo, as 1aminas passaram pelos
seguintes processos:

1) Desidratagio e diafanizagdo: as
laminas foram mergulhadas em
alcool absoluto por 30 segundos,
alcool:xilol (1:1) por 1 minuto, e
xilol I e II por 1 minuto;

2) Montagem  das  ldminas:  as
laminulas foram lavadas com
detergente em 4gua corrente ¢
secadas com papel toalha. Uma gota
de Entellan foi depositada sobre
cada laminula, e em seguida a
lamina com o corte corado foi
posicionada sobre a laminula. Em
seguida as ldminas permaneceram
em repouso até a secagem total.

3.3 Avaliacio microscopica

3.3.1 Descrigdo histologica do corpo luteo

A avaliagdo histologica do corpo luteo foi
feita em microscopio Optico, utilizando as
objetivas de 5, 10, 40 e 100x. Os
constituintes do corpo lateo avaliados foram:
citoplasma e nucleo das células luteas,
tecido conjuntivo e fibroblastos, células
endoteliais e pericitos. Foi realizada
descricdo histologica do corpo liteo em
todas as amostras, nas laminas coradas em
Hematoxilina-eosina, Tricromico de
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Gomori, Azul de toluidina, Xylidine
Ponceau e Azul de bromofenol.

3.3.2 Proporg¢do volumeétrica dos
constituintes do corpo luteo

A propor¢do volumétrica dos constituintes
do corpo luteo foi avaliada em laminas
coradas em Hematoxilina-eosina, em todos
os grupos experimentais. Os componentes
observados foram citoplasma e nucleo de
células lateas maiores e menores, células
endoteliais e pericitos, tecido conjuntivo e
fibroblastos e vasos sanguineos.

As proporgdes volumétricas foram obtidas
pelo método estereométrico, utilizando-se
ocular integradora Zeiss KPL 10x, com
reticulo de cinco linhas horizontais e 25
pontos equidistantes, acoplada a uma
objetiva de 40x. Foram examinados
aleatoriamente 35 campos por lamina, em
varredura horizontal. Os resultados foram
expressos em porcentagem sobre um total de
875 pontos por corpo luteo (Neves et al.,
2002).

3.3.3 Diametro nuclear médio de células
luteas

O didmetro nuclear médio foi obtido pela
mensuragdo do maior didmetro de 20
nucleos de cada tipo celular por animal, em
laminas coradas em Hematoxilina-eosina,
utilizando-se a lente micrométrica Olympus
acoplada a objetiva de 100x de um
microscopio Optico, totalizando um aumento
final de 1000x. As médias finais foram
convertidas de mm para um, pela escala de
uma lente micrométrica:

- Régua de escala 0 a 100 (Icm) = 10mm

- Imm = 25pum

- Cada divisdo da régua tem 0,lmm=2,5um
Ex: ntcleo medindo 1,0mm x 2,5um=25um

3.3.4 Avaliagdo de granulos citoplasmdticos
de células luteas

Laminas coradas em Tricromico de Gomori
foram utilizadas na avaliagdo da distribuicao
de granulos citoplasmaticos em células
luteas. Foram contabilizadas 200 células
luteas por corpo luteo em campos aleatorios
em varredura horizontal (Mandarim de
Lacerda, 1995), utilizando-se a ocular
integradora Zeiss KPL 10x, com reticulo de
cinco linhas horizontais e 25 pontos
equidistantes, acoplada a uma objetiva de
40x. Dessa forma, foram identificadas
células luteas maiores e menores que
continham e que ndo continham granulos
citoplasmaticos. A caracteristica
histoquimica dos granulos foi avaliada em
laminas coradas em Xylidine Ponceau e
Azul de bromofenol.

3.4 Analise estatistica

O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso. As andlises foram
realizadas com o auxilio do software SAS
(Sistema de Analise Estatistica), versao 8.
Todas as variaveis foram analisadas pelo
teste Kolmogorov-Smirnov para verificag@o
de normalidade, e as varidveis que ndo
seguiram o modelo de distribuicdo Normal
sofreram transformacao logaritmica.
Posteriormente, realizou-se analise das
médias das varidveis por estatistica
descritiva e analise de variancia (ANOVA).

As médias das propor¢des volumétricas de
citoplasma de células luteas, de nucleo de
células luteas e de tecido conjuntivo (sem
diferenciacdo de fibroblastos) e as médias do
didmetro nuclear das células luteas e da
porcentagem de células luteas contendo
granulos citoplasmaticos foram comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia. As médias das proporcdes
volumétricas de células endoteliais e
pericitos e de vasos sanguineos, que
apresentaram  coeficiente de variagdo
superior a 25%, foram comparadas pelo
teste de Duncan, ao nivel de 5% de
significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacio macroscépica

O comprimento apico-caudal médio dos
fetos avaliados foi de 37,7+28,55cm. No
primeiro ter¢o da gestagdo, o comprimento
dos fetos foi de 7,95+5,65cm. No segundo
terco a medida encontrada foi de
32,92+11,45cm e no terco final foi de
72,2549,29cm.

Foi encontrada frequéncia de 79,16% de
corpos lateos no ovario direito e 20,84% no

ovéario esquerdo, a partir da avaliacdo de 24
espécimes de genitais (Tab. 1). Esse
resultado ¢ similar ao de Reece e Turner
(1983), Vianna et al. (1999), Ramos et al.
(2008) e Xavier et al. (2011), que
observaram maior frequéncia de corpos
lateos no ovario direito, mas difere da
observacdo de Neves et al. (2002), que
encontraram 53% de corpos lateos no ovério
esquerdo e 47% no direito. A maior
frequéncia de corpos luteos no ovdrio
direito, observado na maioria dos trabalhos
consultados, sugere maior atividade deste
em relagdo ao esquerdo.

Tabela 1. Frequéncia de corpos luteos nos ovarios direito e esquerdo de vacas Nelore gestantes € nao

gestantes.
Ovario direito Ovario esquerdo
Gestantes 77,77% (14/18) 22,22% (4/18)
Nao gestantes 83,33% (5/6) 16,66% (1/6)
Total 79,16% (19/24) 20,84% (5/24)

As caracteristicas morfologicas do corpo
luteo de animais gestantes ¢ ndo gestantes
estdo organizadas na Tab. 2. No grupo de
animais gestantes, a frequéncia de corpos
luteos  protrusos foi menor quando
comparado ao grupo de ndo gestantes ¢ a
frequéncia de corpos luteos cavitarios foi
maior. Esse resultado foi diferente do
esperado pois, segundo Kastelic et al.
(1990), a maior duracdo do corpo liteo na
gestagdo geralmente resulta em fechamento
da cavidade central. Além disso, o tecido
luteal se prolifera 2,6mm2/dia durante a
gestagdo, o que poderia causar a protrusdo

do corpo luteo nesse estadio fisioldgico
(Kastelic et al., 1990).

A cavidade central observada em alguns
corpos luteos ¢ formada a partir do antro do
foliculo ovulatério, que pode permanecer no
corpo luteo durante e apds o processo de
luteogénese. Apods a ovulagdo o antro ¢
preenchido por sangue e, posteriormente, o
coagulo formado ¢ substituido por tecido
conjuntivo. Apds esse processo a cavidade
central pode desaparecer ou ndo. Segundo
Tom et al. (1998), 33 a 70% dos corpos
luteos sdo cavitarios e este tipo de formagao
ndo afeta a gestacao.

Tabela 2. Caracteristicas morfoldgicas do corpo luteo de vacas Nelore gestantes e ndo gestantes.

Protruso Incluso Cavitario Nao cavitario
Gestantes 41,18% (7/17) 58,82% (10/17) 12,5% (2/16) 87,5% (14/16)
Nao gestantes 66,67% (4/6) 33,33% (2/6) 0% (0/6) 100% (6/6)
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4.2 Descric¢ao histologica do corpo liteo

Maior atengdo foi dedicada a descricdo do
tecido luteal e pouco do estroma ovariano
foi avaliado, uma vez que os corpos luteos
foram dissecados dos ovarios. Foi observada
retracdo do tecido devido ao tempo de
fixagdo pelo formol, o que poderia ser
evitado reduzindo-se o tempo de fixacgdo
para 24 horas.

O corpo luteo era predominantemente
composto por células luteas, assim como
descrito por O’Shea et al. (1989). A
diferenciacdo entre as cé¢lulas luteas maiores
e menores foi baseada em diferencas
morfologicas entre essas células,
principalmente tamanho, formato e presenca
de granulos citoplasmaticos em células
maiores. As células maiores apresentavam
formato arredondado ou poliédrico, maior
proporg¢do citoplasma/nucleo, nicleo grande
e vesiculoso com nucléolo evidente e
citoplasma menos denso que o das células
menores. As células menores apresentavam
formato irregular, nucleo irregular ou em
forma de taga e citoplasma mais escuro (Fig.
3 AeB).

Foram observadas também células nao
esteroidogénicas. Os fibroblastos
apresentavam nucleo alongado, citoplasma
escasso e irregular (Fig. 3 A e B e Fig. 6) ¢
encontravam-se distribuidos por todo o
corpo lateo. Algumas vezes formavam
septos de tecido conjuntivo entre fibras
colagenas que circundavam e penetravam o
corpo luteo, ou se dispunham em torno de
vasos sanguineos ¢ células luteas (Fig. 4 A,
B, C e D). A quantidade de fibroblastos e
fibras coldgenas em meio as células luteas
aumentava com a progressdo da gestagao.

Na parte central do corpo Iluteo foi
observada uma area formada por tecido
conjuntivo. Segundo Junqueira e Carneiro
(2008), apos a ovulacdo pode ocorrer
extravasamento de sangue para o antro
folicular., O sangue ¢ coagulado e

gradualmente  substituido  por tecido
conjuntivo, formando uma cicatriz de tecido
conjuntivo na parte central do corpo luteo.

A intensidade da vascularizagdo luteal foi
variavel entre as amostras. Em alguns cortes,
o tecido luteal apresentou-se altamente
vascularizado, com capilares circundando as
células luteas. Nesses cortes, quase todas as
células luteas eram banhadas por, no
minimo, um capilar. Foram observados
vasos sanguineos distribuidos por todo o
corpo luteo (Fig. 3 A). Foi possivel observar
vasos linfaticos em alguns septos de tecido
conjuntivo que penetravam o tecido luteal.
Em alguns cortes a vascularizagdo era mais
discreta e foi observada tendéncia de maior
vascularizacdo no primeiro ter¢o da
gestacao.

Nas laminas coradas pelo Azul de toluidina,
a distincdo entre as células maiores e
menores tornou-se mais evidente que nas
outras coloragdes. O citoplasma das células
maiores apresentou-se corado em azul claro
e com limites evidentes, enquanto o
citoplasma das células menores corou-se em
azul mais intenso e ndo apresentou
delimitacdo precisa (Fig. 7). Segundo
Niswender e Nett (1994), a distingdo entre
células maiores e menores ¢ melhor
realizada quando se utilizam cortes de corpo
luteo com lpm de espessura corados pelo
azul de toluidina.

Foi observada a presenca de granulos
citoplasmaticos corados em vermelho pelo
Tricrédmico de Gomori, apenas em células
luteas maiores (Fig. 5 B e Fig. 6). Os
granulos eram arredondados, bem definidos,
de tamanhos distintos e geralmente
apresentavam-se  concentrados em uma
unica regido do citoplasma. Em algumas
células, esses circundavam o nucleo ¢ em
outras, apresentavam-se na periferia da
célula. A localizagdo dos granulos no
citoplasma assemelha-se a descrita por
Fields et al. (1985) para granulos de
ocitocina, que se formam em uma regido
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paranuclear e migram para a periferia
celular, onde ocorre a exocitose. Quanto
mais adiantado era o periodo da gestagdo em
que se encontrava o animal, maior era a
quantidade de células maiores que
apresentavam granulos. Contudo, alguns
animais em estdgio final de gestacdo
apresentavam poucas células com granulos.
Em animais ndo gestantes, a ocorréncia de
células luteas com granulos era rara. Nao foi
encontrada justificativa para essa
distribui¢do em animais gestantes e ndo
gestantes, contudo esse mesmo padrdo de
granulos foi observado por Xavier et al.
(2012).

Ainda na avaliagdo dos granulos, foram
feitas as coloragdes histoquimicas Xylidine
Ponceau e Azul de bromofenol. Ambas
evidenciam proteinas totais no tecido e a sua
escolha se baseou na observagdo de Xavier
et al. (2012), que verificaram a composi¢ao
proteica desses granulos. Na coloragdo pelo
Xylidine Ponceau, todo o citoplasma das
células lateas apresentou-se corado em
vermelho e os granulos foram destacados em
vermelho intenso, assim como as hemacias
(Fig. 8). Ja na coloragdo pelo Azul de
bromofenol, o citoplasma foi uniformemente
corado em azul, ¢ os granulos e as hemadcias
destacaram-se em azul intenso (Fig. 9 A e
B).

4.3 Proporciao volumétrica do corpo liteo

Os resultados da propor¢ao volumétrica do
corpo luteo de animais gestantes, nos trés
tercos da gestacdo, e de ndo gestantes estdo
apresentados na Tab. 3.

Nos 24 corpos luteos avaliados, foi
observada a seguinte propor¢do volumétrica
média: 40,85+4,56% de citoplasma de
células luteas; 7,01£1,66% de nucleos de
células luteas; 31,58+7,30% de tecido
conjuntivo e fibroblastos; 2,81£1,73% de

células endoteliais e pericitos, € 5,52+4,02%
de vasos sanguineos.

Foi observada reducdo no volume do corpo
luteo ocupado por citoplasma e nucleo de
células luteas do primeiro para o segundo
tergo, e essa reduc@o se manteve no terceiro
terco. Xavier et al (2011) também
observaram redugdo na propor¢do de
citoplasma e nucleo de células luteas na
gestagdo, contudo encontraram diferenca
significativa entre os trés tergos.

Verificou-se aumento na propor¢do de
tecido conjuntivo e fibroblastos quando se
comparou o primeiro e o segundo tercos, € a
partir do segundo terco esse aumento foi
reduzido, tornando-se ndo significativo. E
possivel que o corpo luteo alcance a
estabilizagdo de sua estrutura ao final do
segundo terco de gestacdo e, a partir dai,
mantenha sua propor¢do  volumétrica
estdvel. Esse resultado ¢ similar ao de
Xavier et al. (2011), que observaram
aumento progressivo na quantidade de
tecido conjuntivo ao longo da gestacao.

Durante o processo de amadurecimento e
regressdo do corpo lateo, as células
esteroidogénicas  sdo  progressivamente
substituidas por tecido conjuntivo até a
completa formagdo do corpus albicans, o
que ¢ compativel com o aumento da
propor¢ao volumétrica de tecido conjuntivo
e espago intercelular, e reducdo da
propor¢do de citoplasma de células
esteroidogénicas ao longo da gestacdo,
observados neste trabalho. Logo, essas
alteragdes podem estar relacionadas ao
processo de maturagdo e regressdo luteal na
gestacao.
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Tabela 3. Médias e desvios-padrao da propor¢do volumétrica dos constituintes do corpo liteo de vacas

Nelore gestantes e ndo gestantes.

Grupo CCL NCL CEP TCF VS

1° tergo 46,13+2,84° 9,16+1,03° 2,97+1,53% 20,93+5,39° 7,65+6,32°

2° tergo 37,88+3,50" 6,21+1,02° 4,22+1,66 34,04+4,17° 4,49+2.91°

3° terco 38,46+3,08" 6,04+1,32° 1,79+0,85° 34,61+2,48" 4,19+1,30°
Nido gestante  40,91+3,85" 6,64+1,08" 2,26+1,96" 36,76+2,51° 5,73+3,91°

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

1° tergo: 0-90 dias de gestagdo; 2° terco: 91-180 dias de gestagdo; 3° tergo: 181-270 dias de gestagdo;
CCL - Citoplasma de células luteas; NCL — Nucleo de células luteas; CEP — Células endoteliais e
pericitos; TCF — Tecido conjuntivo e fibroblastos; VS — Vasos sanguineos.

A maior propor¢do volumétrica de vasos
sanguineos foi observada no primeiro terco
da gestagdo, contudo ndo houve diferenga
significativa entre os quatro grupos. Essa
ocorréncia ¢ compativel com o trabalho de
Hojo et al. (2009), que observaram maior
expressao de fatores angiogénicos durante a
fase de desenvolvimento do corpo luteo em
relacdo a fase madura, o que poderia
justificar a maior propor¢do de vasos
sanguineos no primeiro terco gestacional.

Apobs o segundo terco da gestagdo, o corpo
luteo ndo apresentou alteracdes estruturais
significativas. Essa observagdo pode ser
justificada pela coincidéncia com o
momento em que a placenta passa a
contribuir com a producdo hormonal
necessaria para manter a gestacdo, por volta
do dia 180. Especula-se que a partir desse
estagio da gestacdo, ndo haja necessidade da
continuidade do desenvolvimento luteal,
pois a demanda por progesterona passa a ser
suprida também pela placenta.

Ainda foi observada maior proporg¢do de
células endoteliais e pericitos no segundo
terco da gestacdo quando comparados aos
outros trés grupos. Houve redugdo, com
diferenca significativa, entre o segundo terco
e o terceiro, e entre o segundo e o grupo de
ndo gestantes. Xavier et al (2011)
encontraram  reducdo, com diferenca
estatistica, quando compararam a propor¢ao

de células endoteliais e pericitos entre o
primeiro e segundo tergos apenas. A reducdo
da propor¢do de células endoteliais e
pericitos verificada entre o segundo e
terceiro terco ¢ compativel com o processo
de lutedlise, que se inicia com a redugdo do
fluxo sanguineo luteal.

4.4 Diametro nuclear médio de células luteas

O diametro nuclear médio foi de
24,72+1,67um para as células luteas
maiores, ¢ 17,73+1,11um para as células
menores. O didmetro nuclear de células
maiores aumentou ao longo da gestagao,
com diferenca significativa apenas entre o
primeiro e o terceiro ter¢o gestacional. No
grupo de animais ndo gestantes, o didmetro
nuclear de células maiores foi semelhante ao
dos outros grupos (Tab. 4). Esses resultados
diferem do encontrado por Xavier (2011),
que ndo observou diferenca significativa no
diametro nuclear entre os tergos da gestacdo,
¢ foram similares ao de Neves e Marques
Janior (2006), que ndo encontraram
diferenca significativa no didmetro nuclear
médio comparando animais gestantes e ndo
gestantes. O aumento do didmetro nuclear
das células lateas maiores pode ser
justificado pelo aumento gradual da
atividade dessas células ao longo da
gestagdo, o que ¢ compativel com o aumento
da quantidade de células maiores contendo
granulos no citoplasma a medida que a
gestagdo progride.

32



Apesar da ocorréncia de aumento numérico
discreto do diametro nuclear das células
menores ao longo da gestacdo, nao foi
encontrada diferenca significativa entre os
grupos. Uma vez que o nucleo de células
luteas menores apresenta forma irregular, a
realizagdo de apenas uma medida do
didmetro nuclear dessas células foi

considerado um erro metodolégico do
presente estudo. A determinacdo do
didametro nuclear de células menores torna-
se mais precisa quando se mede o maior € o
menor didmetro de cada nucleo, adotando-se
a média dos dois didmetros como o diametro
real.

Tabela 4. Médias e desvios-padrdo do didmetro nuclear (um) de células liteas maiores e menores de

vacas Nelore gestantes e ndo gestantes.

Grupo Célula litea maior Célula lutea menor

1° tergo 23,66+1,73° 17,14+1,38°

2° terco 24,77+0,77% 17,50+0,57°

3° terco 26,27+1,33° 18,310,83*
Nio gestante 24,16+1,73% 17,96+1,34°

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
1° tergo: 0-90 dias de gestagdo; 2° ter¢o: 91-180 dias de gestagdo; 3° tergo: 181-270 dias de gestagio.

4.5 Analise de gréinulos citoplasmaticos em
células liteas

As coloragdes Xylidine Ponceau e Azul de
bromofenol foram eficientes em evidenciar
granulos  citoplasmaticos,  confirmando
assim a natureza proteica de sua composi¢ao
e possibilitando a anélise de sua ocorréncia e
distribui¢do ao longo da gestacdo.

Nas laminas coradas em Tricromico de
Gomori, os granulos foram corados em
vermelho. Xavier et al. (2011) observaram
cortes histologicos do corpo luteo de vacas
Nelore gestantes nos trés ter¢os da gestacao,
corados em PAS (Periodic Acid Schiff
Reaction) e Xylidine Ponceau. A coloragdo
pelo  PAS, utilizada  para  corar
polissacarideos e proteinas neutras no
tecido, apresentou resultado negativo, sem
marcacdo de granulos e, por isso, ndo foi
utilizada no presente estudo. J& a coloracdo
pelo Xylidine Ponceau evidenciou granulos
citoplasmaticos, indicando que essas
estruturas possuem composi¢do proteica.

A quantidade de células maiores ou
menores, sob um total de 200 células, que

contém granulos ou ndo em cada grupo
experimental estd organizada na Tab. 5. E
possivel que o nimero de células contendo
granulos contabilizado nesse estudo esteja
subestimado devido a técnica utilizada, pois
os granulos citoplasmaticos do corpo luteo
bovino encontram-se organizados em
determinada regido do citoplasma, ocupando
apenas um terco desse, € ndo dispersos
uniformemente (Sawyer, 1995). Portanto,
algumas células que contém granulos podem
ndo ter sido contabilizadas, o que depende
do corte histolégico analisado.

Granulos citoplasmaticos foram observados
apenas em células luteas maiores, o que ¢
compativel com as observacdes de Kohsaka
et al. (2001) e de Xavier et al. (2012). A
auséncia de granulos citoplasmaticos em
células luteas menores sugere que essas
células apresentam menor atividade em
relagdo as células maiores, e talvez
apresentem menor participa¢do no processo
de luteodlise e na manutencdo da gestacao.

No tecido luteal dos animais ndo gestantes
avaliados, foram encontradas apenas duas
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células contendo granulos citoplasmaticos.
Tal resultado sugere que o contetido desses
granulos ndo seria importante durante o
ciclo estral, mas apenas durante a gestacdo,
quando  estdo presentes em  maior
quantidade.

Segundo Fields et al. (1992a) e Kohsaka et
al. (2001), existem pelo menos trés
populagdes distintas de granulos nas células
luteais maiores. A primeira contém ocitocina
e ¢ observada ao longo do ciclo estral e até
os 25 dias de gestagdo. A segunda populagdo
de granulos, composta por granulos
pequenos, comega a se formar apos os 45
dias de gesta¢do, atingindo pico entre os dias
180 e 210, e sua composicdo nio ¢
conhecida. J& a terceira, composta por
granulos de relaxina, ou granulos grandes,
apresenta-se escassa aos 4 meses de
gestagdo, aumenta apos o sétimo més e
apresenta pico proximo ao parto.

No presente estudo foi observado aumento
numérico gradual da quantidade de células
com granulos do inicio para o final da
gestacdo, com diferenca significativa apenas
entre o primeiro e os outros tercos. Esse
resultado ¢ semelhante ao encontrado por
Xavier et al. (2012) que, apesar de ndo
terem observado padrdo de distribui¢do dos
granulos, verificaram que esses estdo
presentes em maior quantidade ao final do
segundo ter¢o e durante o terceiro ter¢o da
gestacao.

Apesar de a técnica utilizada neste trabalho
ndo ter possibilitado a diferenciacdo de
granulos maiores e menores, ¢ provavel que
os granulos encontrados representem a
populacdo de granulos pequenos descrita por
Fields et al. (1992a), uma vez que foram
observados em todos os trimestres da
gestagdo e praticamente ndo foram
visualizados no tecido luteal de animais ndo
gestantes. Segundo Fields et al. (1985),
granulos semelhantes observados no corpo
luteo de porcas contém relaxina, e j& foi

detectada reacdo positiva pela
imunohistoquimica para relaxina no corpo
luteo bovino ao final da gesta¢do. Contudo,
foi demonstrado que a relaxina do corpo
luteo gestacional da vaca esta contida apenas
nos granulos maiores e o conteudo dos
granulos pequenos permanece desconhecido
(Kohsaka et al., 2001). E possivel que estes
granulos participem de algum processo
fisiologico  enddcrino  importante  na
manutencdo da gestagdo ainda ndo
conhecido. A maior quantidade de células
com granulos ao final da gestacdo pode ser
ainda um indicio de que esses granulos
estejam envolvidos no processo de lutedlise
ou parto.

Tendo em vista algumas limitagdes de
técnicas utilizadas neste estudo e a escassez
de trabalhos com analise de granulos
citoplasmaticos no corpo lateo bovino,
sugere-se que sejam feitos novos estudos
com técnicas que utilizam anticorpos, como
a imunohistoquimica, que possibilitaria
visualizar a presenca ¢ a localizagdo desses
granulos no tecido luteal. A utilizagdo do
Western-blot propicia a deteccdo da
presenca de anticorpos especificos no tecido
luteal, tornando possivel a identificacdo de
hormonios. Sugere-se ainda a utilizagdo de
técnicas que detectam DNA e RNA, como o
PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase),
que poderia ser utilizada para identificar a
presenca de DNA ou RNA que codificam
hormonios e seus receptores. A microscopia
eletronica  poderia ser utilizada na
diferenciacdo de granulos maiores e menores
no tecido luteal.
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Tabela 5. Porcentagem de células luteas maiores e menores com granulos no citoplasma, de um
total de duzentas celulas contadas, no corpo liteo de vacas Nelore gestantes e nao gestantes.

Célula lutea maior Célula litea menor
Grupo Com granulos Sem granulos Com grinulos Sem granulos
1° tergo 2,33+1,94° 78,5+7,55% 0 19,17+7,46"
2° terco 25,50420,34°  56,50+20,82" 0 18,0042,85"
3° terco 39,75i25,07b 38,17+18,63¢ 0 18,75+3,25°
Nio gestante 0,17+0,26° 82,42+7,43% 0 17,42+7,36°

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(P<0,05). 1° terco: 0-90 dias de gestagao; 2° ter¢o: 91-180 dias de gestagdo; 3° terco: 181-270 dias

de gestagdo.
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Figura 3. Vaca Nelore. Fotomicrografias de corpo liteo de animal gestante, mostrando em A) tecido luteal aos 218
dias de gestagdo (3° ter¢o), evidenciando vasos sanguineos (setas) e fibroblastos (cabeca de seta) e B) aos 110 dias de
gestagio (2° tergo), evidenciando células liteas maiores (M), células luteas menores (m), células endoteliais (setas) e
fibroblastos entre as células luteas (cabega de seta). Coloragdo: H.E.
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Figura 4. Vaca Nelore. Fotomicrografias de corpo luteo de animal gestante, mostrando em A) tecido luteal (CL) com
septo de tecido conjuntivo (seta), aos 218 dias de gestagdo (3° tergo); em B) corpo luteo no primeiro terco de gestagio,
destacando arteriolas em meio aos septos de tecido conjuntivo (seta); C) Tecido luteal aos 133 dias de gestagdo (2°
ter¢o), apresentando células luteas maiores (M) e menores (m) e septo de tecido conjuntivo (TC) contendo pequenos
vasos sanguineos; D) Tecido luteal aos 110 dias de gestagdo (2° tergo), contendo vasos sanguineos (VS). Coloragdo:
Tricrdmico de Gomori.
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Figura 5. Vaca Nelore. Fotomicrografias de corpo liteo de animal gestante, mostrando em A) tecido luteal de
gestagdo inicial (1° tergo) com células ltiteas maiores (M) e menores (m), vasos sanguineos (seta) e auséncia de
granulos no citoplasma das células luteas e em B) tecido luteal aos 218 dias de gestagdo (3° tergo) com células liteas
maiores (M) e menores (m) e granulos citoplasmaticos em células liteas maiores (seta). Coloragéo: Tricromico de
Gomori.
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Figura 6. Vaca Nelore. Fotomicrografia de corpo liteo de animal gestante. Tecido luteal aos 218 dias de gestagdo (3°
terco) com células lateas maiores (M) e menores (m), granulos citoplasmaticos em células luteas maiores (seta) e
fibroblastos circundando células luteas (cabega de seta). Coloragdo: Tricromico de Gomori.
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Figura 7. Vaca Nelore. Fotomicrografia de corpo liiteo de animal aos 218 dias de gestagdo (3° tergo) mostrando
células lateas maiores (M) com citoplasma bem delimitado e mais claro que o das células luteas menores (m) ¢ vasos
sanguineos (seta). Colorag@o: Azul de toluidina.

Figura 8. Vaca Nelore. Fotomicrografia de corpo lateo de animal aos 257 dias de gestagdo (3° ter¢o), evidenciando
granulos citoplasmaticos em células luteas maiores corados em vermelho (seta). Coloragdo: Xylidine Ponceau.

40



Figura 9. Vaca Nelore. Fotomicrografias de corpo liteo de animal gestante, mostrando em A) tecido luteal aos 303
dias de gestagdo (3° tergo) e em B) aos 218 dias de gestagdo (3° tergo), com células luteas contendo granulos
citoplasmaticos (seta); Coloragdo: Azul de bromofenol.
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5. CONCLUSOES

A propor¢ao volumétrica de citoplasma e
nucleo de células luteas diminuiu no corpo
luteo do primeiro para o segundo terco da
gestagdo, quando se estabilizou. A
propor¢do de vasos sanguineos ndo se
alterou ao longo da gestacdo ¢ a quantidade
de tecido conjuntivo e fibroblastos
aumentou do primeiro para o segundo terco.
A propor¢do de células endoteliais e
pericitos no corpo luteo diminuiu do
segundo para o terceiro terco da gestagao.

O diametro nuclear das células Iuteas
maiores aumentou ao longo da gestagdo,
enquanto o das células menores ndo se
alterou.

Granulos citoplasmaticos estavam presentes
apenas em células luteas maiores. A
quantidade de células luteas maiores com
granulos citoplasmaticos aumentou do
primeiro para o segundo tergo da gestagdo.
Em animais ndo gestantes a quantidade de
células com granulos foi insignificante
quando comparada a de animais gestantes.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir da literatura consultada e tendo em
vista o destaque dos animais da raga Nelore
na pecudria nacional, nota-se que muitos
estudos ainda s30 necessarios para
esclarecer a morfologia do corpo luteo
nesses animais. O melhor entendimento da
funcdo e morfologia luteal do Nelore sdo
fundamentais no desenvolvimento e
aprimoramento de métodos de controle do
ciclo estral e da gestacdo que sejam ideais
para essa raga. O desenvolvimento dessas
técnicas leva a uma melhora dos indices

reprodutivos do rebanho resultando em
aumento da producdo, o que ¢ necessario
para suprir o aumento da demanda de carne

no Brasil.

Sdo necessdrios mais estudos para
esclarecer a redugdo da proporgdo
volumétrica de células luteas e o aumento
do didmetro nuclear ao longo da gestagdo
encontrados neste trabalho. Precisa-se ainda
compreender a dinamica dos granulos
citoplasmaticos observados nas células
luteas maiores ao longo da gestagdo e sua
composi¢do e fungdo a partir do 45° dia da
gestacao.
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ANEXOS

ANEXO 1: Composic¢io e preparo de solugdes

FORMALINA NEUTRA TAMPONADA (Fixacio)

Composicdo

900mL de agua destilada

100mL de formaldeido 37-40%

4g de fosfato de s6dio monobésico

6,5g de fosfato de sddio dibasico (anidro)
Preparo (1L)

Dissolver 4g de fosfato de s6dio monobésico e 6,5g de fosfato de sédio dibasico em

900mL de agua destilada aquecida, para facilitar a dissolu¢do. Completar o volume de 1L

com 100mL de formaldeido a 37-40%.

DESPARAFINIZACAO (Pré-Coloragio)

Sequéncia
Xilol IIT — 10 minutos
Xilol IT — 5 minutos
Xilol I — 5 minutos
Alcool-xilol (1:1) — 5 minutos
Alcool absoluto III — 5 minutos
Alcool absoluto IT — 5 minutos
Alcool absoluto I — 5 minutos
Alcool 95% - 5 minutos
Alcool 80% - 5 minutos
Alcool 70% - 5 minutos

Agua — 5 minutos
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AZUL DE TOLUIDINA (coloragio)

Composi¢do
Azul de toluidina — 0,5g
Borato de so6dio — 1,0g
Agua destilada — 99mL
Preparo (100mL)
Dissolver 1g de Borato de sdédio em 99mL de dgua destilada e, em seguida, acrescentar
0,5g de Azul de toluidina. Agitar, filtrar e manter em frasco escuro.
Coloracao
Lavar as laminas em 4gua corrente por 2 minutos, ¢ imergir no corante por 15 segundos a
um minuto. Lavar novamente em agua corrente ate que ocorra a diferenciacdo e retirada

do excesso de corante. Secar as laminas em temperatura ambiente e realizar a montagem.

AZUL DE BROMOFENOL (coloracao) — Para proteinas totais (modificado a partir de
Pearse, 1985)

Composicdo
Acido acético 1% (2mL de acido acético glacial em 200mL de 4gua destilada)
0,1g de Azul de Bromofenol
3g de cloreto de mercurio
Preparo (200mL)
Diluir cloreto de mercurio e bromofenol em acido acético a 1% e filtrar.
Coloracao
Mergulhar as ldminas no corante por 30 minutos e lavar em acido acético 0,5% por 10
minutos, trés vezes. Em seguida lavar em agua destilada até que os cortes adquiram uma

tonalidade azulada. Secar e montar as laminas.

XYLIDINE PONCEAU (coloracgao) — Para proteinas totais

Composi¢do
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Xylidine Ponceau — 0,1g

Tampao acetato (pH 1,7) — 100mL

Acido acético — 0,2M (1,2mL de 4cido acético glacial em 100mL de dgua destilada)
Coloracao

Mergulhar as 1aminas no corante por 15 a 20 minutos. Diferenciar em tampao acetato (pH

1,7) por 12 a 24 horas. Lavar em 4gua corrente. Montar as laminas.
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ANEXO 2: Coleta de amostras de corpo liteo no frigorifico

Acompanhamento do abate de rotina em frigorifico de vacas e novilhas Nelore
v
Coleta de uteros e ovarios
v
Identificagdo de animais gestantes e ndo gestantes
v
Medigdo dos fetos para determinar o tempo de gestacao
v
Identificagdo da posicdo em relagdo ao utero e coleta de ovarios que contém corpo liteo
v
Seccdo dos ovarios ao meio e pré-fixacdo em formalina neutra tamponada (10%)

v

Identificagdo do ovario
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ANEXO 3: Avaliacio e classificacdo dos corpos liteos em laboratoério

Avaliagdo da morfologia do corpo luteo
v
Dissecagdo do corpo lateo
v
Cortes representativos de 3mm nos corpos lateos
v
Separagdo dos corpos luteos de acordo com o tempo de gestagdo em 1°, 2° e 3° tergos
v
Fixa¢do em formalina neutra tamponada (24 horas)

v

Imersdo em alcool 70% até o processamento
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ANEXO 4: Processamento histologico do corpo liteo

Desidratagdo: alcool 70%, 80%, 90%, absoluto I, I ¢ II - imersdo por 30 minutos em cada um

v
Diafanizacdo: Xilol I, IT e III — Imersao por 30 minutos em cada um
v
Impregnagdo: 3 banhos de 30 minutos em paraplast
v
Inclusdo em paraplast
v

Microtomia: cortes com 3um de espessura

v

Coloragdo: Hematoxilina-eosina, Tricromico de Gomori, Azul de Tluidina, Azul de Bromofenol

e Xylidine Ponceau
v

Montagem das laminas
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ANEXO 5: Analise de Variancia (ANOVA)

1. Proporcao volumétrica

Fontes de Variacéo Graus de liberdade
Total (24-1) 23
Tratamentos (4-1) 3
Erro 20

2. Diametro nuclear médio de células luteas
Fontes de Variacéo Graus de liberdade
Total (24-1) 23
Tratamentos (4-1) 3
Erro 20

3. C¢lulas luteas com granulos citoplasmaticos
Fontes de Variacio Graus de liberdade
Total (24-1) 23
Tratamentos (4-1) 3

Erro

20




ANEXO 6

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

i _ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 247 / 2013, relativo ao projeto intitulado “GRANULOS
CITOPLASMATICOS E APOPTOSE NO CORPO LUTEO DE VACAS NELORE (Bos taurus indicus)
GESTANTES E NAO-GESTANTES”, que tem como responsavel Antdnio de Pinho Marques Jr., esta de
acordo com os Principios Eticos da Experimentac&o Animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 01/10/2013. Este certificado espira-se em
01/10/2018.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®. 247 / 2013, related to the Project entilted “Apoptosis and
citoplasmatic granules in the corpus luteum of cyclic and pregnant Nelore cow (Bos taurus indicus)”, under
the supervision of Anténio de Pinho Marques Jr., is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was
approved in 01/10/2013. This certificates expires in 01/10/2018.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 01/10/2013.

Atenciosamente.
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