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RESUMO

Caracteristicas morfoldgicas do corpo lateo foram estudadas em 48 vacas Nelore
gestantes abatidas no Frigorifico Mata Boi, localizado na cidade de Araguari-MG, no
Triangulo Mineiro. Os ovarios coletados com corpo luteo foram identificados e
divididos em trés grupos, considerando-se o estaddio de gestacdo classificado pelo
tamanho do concepto: (1° estadio) 11 animais com gestacdo de até 90 dias, (2° estadio)
20 animais com gestacdo entre 90 e 180 e (3° estadio) 17 animais com gestacdo entre
180 e 261. O corpo lateo foi dissecado do ovario e submetido a processamento para as
avaliacdes histologicas em microscopia Optica. A frequéncia do corpo lateo foi maior no
ovario direito. O diametro nuclear médio das células luteinicas maiores e menores néo
variou nos trés grupos. Os animais com gestacdo até 100 dias apresentaram maior
proporcao de células endoteliais e pericitos. O terceiro estadio de gestacdo apresentou
menor proporcdo de citoplasma e ndcleo de células luteais esteroidogénicas, maior
numero de células em degeneracdo e um aumento do numero de tecido conjuntivo,

fibroblastos e matriz extracelular.

Palavras-chave: vaca Nelore, gestacdo, corpo luteo, propor¢éo volumétrica.
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ABSTRACT

Morphological characteristics of the corpus luteum were evaluated in 48 pregnant
Nelore cows slaughtered in the slaughterhouse located in the city of Araguari-MG. The
ovaries with the corpus luteum were collected, identified and divided into three groups,
considering the stadium of gestation and classified for the size of foetus: (Group 1)
eleven animals with gestation of up to 90 days, (Group 2) twenty animals with gestation
between 90 and 180 days and (Group 3) 17 animals with gestation between 180 and 261
days. The corpus luteum were dissected and submitted the histological processing and
evaluations under light microscopy. The frequency of the corpus luteum was higher in
the right ovary. The mean nuclear diameter of the large and small luteinic cells did not
alter in the three groups. The animals with gestation up to 100 days presented higher
proportion of endotelial cells and pericites. The third period of gestation presented
smaller proportion of cytoplasm and nucleus of steroidogenical luteal cells, higher
number of the degenerated cells and an increase of the conjunctive tissue, fibroblasts

and extracellular matrix percentage.

Key-words: Nelore cow, gestation, corpus luteum, volumetric proportion.
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1 INTRODUCAO

Os bovinos sdo animais biungulados
pertencentes a familia Bovidae, divididos
em duas subespécies: Bos taurus indicus,
originaria da india, Asia e Africa, conhecida
como zebuina ou indiana e a Bos taurus
taurus, origindria do continente europeu,
conhecida como taurina ou européia.

O rebanho zebuino desempenha papel
importante na  pecuaria  brasileira,
selecionado para a producdo de leite ou
carne, sendo que algumas racas apresentam
dupla aptiddo. No Brasil existem dez ragas
zebuinas (Nelore, Nelore Mocha, Gir, Gir
Mocha, Guzerd, Sindi, Brahman, Tabapud,
Cangaiam e Indubrasil). A raca Nelore se
destaca como sendo a responsavel por
aproximadamente 80% de toda a producéo
de carne do pais, constituindo um importante
patrimdnio genético para a bovinocultura.
Caracteristicas ligadas ao animal como
rusticidade, resisténcia e aptiddo para leite
ou corte beneficiam a disseminacdo do zebu
por todo o territério nacional.

Segundo BO et al. (2003), estes animais sdo
superiores em desempenho aos da raga Bos
taurus taurus guando criados em ambientes
tropicais ou subtropicais, onde s&o
submetidos a agentes estressantes como altas
temperaturas, umidade, ectoparasitos e pasto
de baixa qualidade.

Hoje a situacdo econdmica da pecuéria
mundial exige alta produtividade, visando o
retorno do capital investido. A reproducgéo
entra como um componente de grande
importdncia  para um  desempenho
econdmico lucrativo e de grande
rentabilidade para a pecudria de corte.
Assim, as técnicas de inseminagéo artificial,
sincronizagdo de estro e transferéncia de
embrides sdo recursos utilizados para

aumentar os indices reprodutivos, refletindo
diretamente no custo/beneficio da atividade.

Em funcdo do importante papel econémico e
social dos rebanhos zebuinos na pecuaria
brasileira e do interesse na aquisicdo e
multiplicacdo de animais de elevado valor
genético, ha necessidade de estudos que
busquem compreender cada vez mais as
peculiaridades fisiologicas do zebuino. Tal
situacéo justifica-se, principalmente,
considerando que grande parte dos trabalhos
envolvendo metodologias e biotecnologias
da reproducdo sdo desenvolvidas em
taurinos e nem sempre refletem as
caracteristicas da raga Nelore.

A importancia do corpo lGteo estd no seu
papel fisiol6gico, considerado uma glandula
endécrina transitéria que produz varias
substancias, sendo a progesterona seu
principal produto de secregéo (Senger, 2003;
Miyamoto e  Shirasuna, 2009). A
progesterona  exerce importante  acdo
bioldgica, atuando em vérios Orgdos-alvo
como hipotalamo, hipdfise, ovério, tubas
uterinas, Utero, cérvice, vagina e glandula
mamaria, além de controlar a duracdo do
ciclo estral, ovulagbes e manter a gestacao
(Wiltbank e Niswender, 1992).

Na literatura consultada ndo foram
encontrados trabalhos sobre a proporcéo
volumétrica do corpo luteo gestacional de
vacas Nelore. O conhecimento da formagéo,
da manutencdo do corpo luteo, das estruturas
gue o compbem e da lutedlise é de
fundamental importancia para 0
aprimoramento de biotecnias reprodutivas e
desenvolvimento de  estratégias para
melhorar as taxas de concep¢do, o controle
hormonal do ciclo ovariano, implantacéo de
medidas de manejo e tratamentos que
minimizem problemas de fertilidade do
animal e do rebanho.
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1.1 HipOtese

-Caracteristicas histologicas e proporcao
volumétrica do corpo liteo da vaca Nelore
gestante diferem no terco inicial, médio e
final da gestacao.

1.2 Objetivos

-Descricdo histoldgica do tecido luteal nos
tercos inicial, médio e final da gestacao;

- Proporc¢do volumeétrica do corpo liteo nos
tercos inicial, médio e final da gestac&o.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ciclo estral

A partir da puberdade, a fémea entra hum
periodo  de ciclicidade  reprodutiva
denominado ciclo estral, que consiste em
uma série de eventos que se iniciam com o
estro e terminam com o0 estro subsequente
(Hafez e Hafez, 2004).

A fémea bovina tem um tipo de ciclicidade
chamada de poliestral que se caracteriza por
uma distribui¢do uniforme dos ciclos estrais
(intervalos de 21 dias) ao longo de todo o
ano (Senger, 2003). Durante a fase de
domesticacao, 0S bovinos foram
selecionados contra a estacionalidade,
facilitando a concepgdo ao longo do ano.
Entretanto, as vacas de corte ainda podem
ser sensiveis a fotoperiodicidade (Hafez e
Hafez, 2004).

Segundo Randel (1994), as fémeas zebuinas
apresentam caracteristica sazonal com baixa
eficiéncia reprodutiva nos periodos de dias
mais curtos. Durante o inverno, a fungéo do
corpo luteo e a onda pré-ovulatéria do
Hormonio Luteotropico (LH) sdo diferentes
das observadas nos meses de verdo (Rhodes
et al., 1982). Mas ha evidencias de que a
estacdo do ano ndo exerce influéncia sobre
as caracteristicas do desenvolvimento
folicular (Zeitoun et al., 1996; Borges et al.,
2004).

Assim, casos de anestro e infertilidade,
observados nos meses de outono e inverno,
provavelmente sdo mais decorrentes de
manejo nutricional e observagdo de estro
inadequada do que pela sazonalidade
(Borges et al., 2004). Estes fatores podem
levar a erros na interpretacdo do efeito da
estacdo do ano sobre a funcéo reprodutiva
dos zebuinos.

O estro é definido como sendo o periodo em
que a fémea esta receptiva sexualmente e

seu inicio é designado como dia 0 do ciclo
(Senger, 2003; Hafez e Hafez, 2004). A
duracdo do estro é em torno de 16-18 horas,
mas, de acordo com Orihuela (2000), tem
alta variabilidade individual, podendo variar
de 1 a 150 horas, do inicio da aceitacdo até o
final da receptividade sexual. O
comportamento de estro pode sofrer
influéncia de fatores como manejo, estresse,
adaptacdo, clima, ambiente social, idade,
genética e a presenca ou auséncia do touro
(Randel, 1984; Allrich, 1993; Orihuela,
2000).

Fémeas Bos indicus apresentam estros mais
curtos, aproximadamente 10 horas (Pinheiro
et al., 1998; Baruselli et al., 2007), com
menor intensidade de manifestacdo (Galina
et al., 1982), intervalo entre final do estro e
a ovulacdo de 15-17 horas (Barros et al.,
1995) e com um elevado percentual de
animais iniciando a manifestagéo de estro no
periodo noturno, entre 18 e 6 horas (Galina
et al., 1996; Pinheiro et al., 1998; Marques,
2004). Em ragas taurinas se observa uma
maior duracdo do estro, em média 20 horas
(Lyimo et al., 2000) e ocorrendo, na maioria
dos casos, pela manha (Solano et al. 1982).
O intervalo entre final de estro e ovulacdo
varia de 28 a 32 horas (Hunter e Wilmut,
1984).

2.2 Regulacdo enddcrina do ciclo
estral

O ciclo estral é regulado por mecanismos
enddcrinos e neuroenddcrinos que envolvem
principalmente os hormdnios hipotalamicos
(GhnRH - hormonio  liberador  de
gonadotrofinas),  hipofisarios (LH -
horménio luteinizante e FSH - horménio
foliculo estimulante) e gonadais (E2 -
estradiol, P4 - progesterona e inibina)
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(Vizcarra et al., 1997; Hafez e Hafez,
2004).

O GnRH é um decapeptideo sintetizado
pelas  células  neuroenddcrinas  do
hipotadlamo, sendo liberado sob a forma de
pulsos e atingindo a adenohipéfise através
do sistema porta-hipotalamico-hipofisario,
onde estimula a secrecdo das gonadotrofinas
FSH e LH. Essas gonadotrofinas sdo
liberadas de maneira pulsatil na circulacdo
sistémica e atuam nas gonadas regulando a
gametogénese e a secrecdo dos esterdides
gonadais (Vizcarra et al., 1997; Senger,
2003).

O FSH estimula o crescimento e a
maturagdo do foliculo ovariano. O
crescimento sérico do FSH precede a
emergéncia de cada onda folicular e diminui
somente apds o foliculo dominante ser
selecionado (Ginther et al., 1996). Quando o
foliculo perde a sua dominancia, ocorre um
novo aumento da concentracdo de FSH e
subsequente emergéncia da préxima onda
folicular. Este hormonio, isoladamente, néo
causa secrecdo de estrogenos pelo foliculo
ovariano, uma vez que necessita da presenca
do LH para estimular a producdo
estrogénica. O FSH promove também um
aumento de receptores para LH, induzindo a
sensibilidade das células da granulosa a este
horménio (Senger, 2003; Hafez e Hafez,
2004).

O LH ¢é necessario nas fases de
recrutamento, selecdo e dominancia
folicular, além de ser responsavel pela
ruptura da parede folicular, ovulagdo e
estimulo da  atividade luteotrofica.
Concentragdes tonicas ou basais de LH
atuam em conjunto com o FSH no sentido
de induzir a secrecdo de estrdgenos pelo
foliculo ovariano desenvolvido (Hafez e
Hafez, 2004).

2.3 Ovarios

2.3.1 Caracteristicas anatdmicas

Os ovarios sdo 6rgdos pares do aparelho
reprodutor feminino que desempenham
funcBes exdcrinas, ao produzir 0s ovocitos e
endécrinas envolvidas na producdo dos
horménios ovarianos, principalmente
estrogeno e progesterona (Hafez e Hafez,
2004).

Estdo localizados na cavidade abdominal e
seu tamanho e estrutura tém grande variacao
entre as espécies, idade e fases do ciclo
estral. Na vaca, os ovarios tém a ponta mais
agucada na extremidade uterina e ndo
possuem fossa de ovulacdo. Na fémea néo
gestante 0s ovarios estdo normalmente
situados proximos ao centro da margem
lateral da entrada pélvica, cranialmente a
artéria iliaca externa (Sisson e Grossman,
1986).

Os ovarios sdo revestidos por um epitélio
superficial ~ cubico, continuo com o
mesovario. Sob o epitélio hd uma espessa
camada de tecido conjuntivo denso chamada
de tunica albuginea, que é interrompida pelo
crescimento de foliculos e corpos llteos.
Logo abaixo da albuginea, o ovéario é
dividido em uma camada externa chamada
cortex e uma camada interna, a medular. O
cortex € uma larga zona periférica que
contém foliculos em diversas fases de
crescimento, corpos lGteos e estroma
constituido por tecido conjuntivo frouxo. A
medula é a &rea mais interna, contendo
numerosos vasos sanguineos, linfaticos,
nervos, tecido conjuntivo frouxo e fibras
musculares lisas que sdo continuas com as
do mesovario (Dellmann e Brown, 1982;
Banks, 1992).

2.3.2 Dinamica folicular

Nos ovarios do animal em idade reprodutiva
podem ser encontrados quatro diferentes
tipos de foliculos, que representam o0s
estadios de desenvolvimento e maturidade
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folicular. Os primordiais ou foliculos em
repouso S&0 microscopicos e consistem de
um oo6cito rodeado por uma camada de
células somaticas achatadas denominadas
pré-granulosa. Estes foliculos desenvolvem-
se para uma forma mais avancada chamada
de foliculos primarios, quando a Unica
camada de células da granulosa ao redor do
oocito torna-se cuboidal. Os foliculos
secundarios ou pré-antrais apresentam duas
ou mais camadas de células da granulosa
desenvolvidas, entrando numa fase de
crescimento  intensivo. Os  foliculos
terciarios ou antrais em maturagdo sdo
caracterizados por uma cavidade repleta de
fluido folicular, denominada antro. Quando
o foliculo se torna dominante é chamado de
foliculo pré-ovulatério ou de Graaf
(Dellmann e Brown 1982; Sirois e Fortune,
1988).

O desenvolvimento folicular na vaca ocorre
em um padrdo de ondas que acontece nos
varios estadios reprodutivos dos bovinos.
Cada onda envolve um processo de
recrutamento, selecdo e dominancia que
culmina com a ovulacdo do foliculo
dominante (Fortune, 1994; Nogueira, 2008).
A duracdo destas ondas é de cerca de 8-10
dias e a sua frequéncia depende da presenga
de um corpo lateo funcional (Barros e
Nogueira, 2001; Nogueira, 2008). Essas
ondas podem ser detectadas nos dias 0 e 9
po6s-ovulagdo, para o padrdo de duas ondas,
ou 0, 9 e 16 para ciclos com trés ondas
(Kastelic et al., 1990; Borges et al., 2004).

Na fase de recrutamento, um grupo de
pequenos foliculos primordiais, de tamanho
entre 3 a 5mm, responsivos  as
gonadotropinas sdo estimulados a iniciar um
crescimento progressivo (Fortune, 1994;
Barros e Nogueira, 2001). Destes, alguns
sofrem atresia e outros continuam a crescer
produzindo moderadas quantidades de
estrogeno e inibina. O foliculo de maior
tamanho, chamado de dominante, destaca-se
e passa a crescer mais rapido que os demais,
produzindo altas quantidades de estrégeno e

inibina. As concentraces de FSH sdo
reduzidas a valores muito baixos,
insuficientes para manter o desenvolvimento
dos foliculos subordinados, mas suficientes
para o crescimento do foliculo dominante,
estabelecendo-se, entdo, o fenbmeno da
dominancia folicular (Lucy et al., 1992;
Ginther et al., 2003).

Na presenca de um corpo luteo, as elevadas
concentracBes de progesterona levam a
liberagdo do GnRH em baixas quantidades.
Consequentemente, o FSH e LH também
estardo baixos e o foliculo dominante
atingira o seu didmetro  maximo,
permanecendo funcional por poucos dias
(Sirois e Fortune, 1988).

O LH tem um papel muito importante no
destino final do foliculo dominante, pois a
ovulagdo sO ocorrera com aumento tanto da
frequéncia quanto da amplitude dos pulsos
de liberacdo. Em altas concentragGes de
progesterona, esta pulsatilidade do LH ndo
ocorre e o foliculo entra em atresia
(Coutinho et al., 2007). A perda do foliculo
dominante resultard em um aumento do FSH
gue ira estimular a emergéncia de uma nova
onda (Barros e Nogueira, 2001). Com a
lutedlise, ocorre um declinio da
progesterona removendo o feedback
negativo ao hipotalamo que favorece o
desenvolvimento e crescimento folicular até
a owvulagio do foliculo dominante
(McCracken et al., 1999).

Existem diferengas na dindmica folicular
entre Bos taurus e Bos indicus. O nimero de
ondas de crescimento folicular por ciclo
estral nos animais  Taurinos é
predominantemente de duas e trés ondas
(Ginther et al.,, 1989). Entretanto, em
Zebuinos, vérios estudos relatam a maior
incidéncia de trés ondas, sendo também
observada a presenca de quatro (Figueiredo
et al., 1997; Reis et al., 2005; Coutinho et
al., 2007) e de até cinco ondas de
crescimento folicular por ciclo estral
(Vianna et al., 2000). Observou-se, também,

17



diferentes comprimentos de onda em um
mesmo animal (Reis et al, 2005) e
alteracdes no numero destas de um ciclo
para outro (Coutinho et al., 2007).

A ocorréncia de duas ondas tem sido
associada a ciclos mais curtos, enquanto trés
ou quatro ondas a ciclos mais longos
(Coutinho et al., 2007). Segundo Ginther et
al. (1996), a duracdo da fase lutea determina
0 numero de ondas de crescimento folicular
e a ocorréncia de uma terceira onda esta
relacionada com uma fase luteal mais
prolongada. Borges et al. (2004), descreveu
que ha diferenca no intervalo entre estros de
vacas Zebu, sendo 0 mesmo menor nos
ciclos com duas ondas (18 dias) quando
comparado com ciclos de trés ondas (20
dias) e de quatro ondas (25 dias).

Coutinho et al. (2007), em estudo com vacas
Guzera, observaram diferenca na taxa de
crescimento do foliculo em ciclos com duas
e trés ondas. Nos ciclos de duas ondas, a
velocidade de crescimento é menor
(0,80+0,01) do que a do ciclo com trés
ondas (1,09+0,10). Isto ocorre porque o
foliculo da terceira onda esta sob baixa
concentracdo de progesterona. Em relacdo a
persisténcia, o foliculo dominante de ciclos
com duas ondas persistiu por mais dias do
que o de ciclos com trés ondas (Borges et
al., 2004; Coutinho et al., 2007).

O diametro maximo do foliculo dominante é
variavel, quando comparado em fémeas Bos
indicus e Bos taurus. Em Bos taurus, sdo
descritos diametros maximos de foliculos
dominantes, em ciclos com duas ondas, de
17,1 e 16,5 mm, para a primeira e segunda
onda folicular, e de 16,0 - 12,9 e 13,9mm,
em ciclos de trés ondas (Ginther et al.,
1989). Em Bos indicus, os diametros
relatados foram de 13 e 14mm para duas
ondas, 13,0, 10,6 e 13,2mm para trés ondas
(Borges et al., 2004), 10,75 - 9,75 - 9,0 e
13,25 para quatro ondas (Viana et al., 2000).
O menor valor com relacdo aos Zebuinos
pode estar relacionado a menor taxa de

crescimento dos foliculos dominantes

(Figueiredo et al., 1997).

Foi observado um menor didmetro do
segundo foliculo dominante do ciclo de trés
ondas, que pode ser explicado devido a
baixa  concentracdo  plasmatica  de
progesterona na primeira onda (corpo liteo
em formacdo). A segunda ja comega na
presenca de um corpo lateo totalmente
formado, secretando elevadas concentractes
de progesterona suficientes para inibir a
liberacdo de LH. A terceira onda coincide
com a lutedlise e reducdo da secrecdo de
progesterona pelo corpo lateo, resultando no
aumento da frequéncia de pulsos de LH.
Este fato também pode estar relacionado a
menor duracgdo de crescimento dos foliculos
da segunda onda (4,6 e 5,4 dias), quando
comparado com os foliculos da primeira (6,3
dias) e terceira ondas (6,1 dias) (Borges et
al., 2004).

Com relagdo aos foliculos subordinados, o
diametro maximo foi de 6,4 a 8,0mm
(Borges et al., 2004; Coutinho et al., 2007),
com um periodo médio de crescimento de
2,6 dias, e sua persisténcia foi de 4,7 a 9,5
dias. Estes valores sdo proximos aos
encontrados em Taurinos (Borges et al.,
2004).

Além da diferenga no nimero de ondas,
existem trabalhos que descrevem um maior
recrutamento de foliculos menores que 5mm
por onda de crescimento folicular em Bos
indicus (33,4 £ 3,2) do que em Bos taurus
(254 = 255) (Baruselli et al., 2007;
Nogueira, 2008). Esse aumento do nimero
de foliculos ovarianos pode  estar
relacionado as diferengas nos sistemas
ovarianos de insulina e IGF (fator de
crescimento semelhante a insulina) entre Bos
taurus e Bos indicus. Simpson et al. (1994),
em um estudo com vacas Brahman,
relataram maiores concentracfes plasmaticas
de IGF-I e menores concentragfes de FSH,
guando comparadas com vacas Angus.
Sugeriram que o maior numero de foliculos
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recrutados nas vacas Brahman possa ser
devido as altas concentracdes de IGF-I. Essa
diferenca, nas concentracdes de FSH e de
IGF-1, resulta em foliculos menos
persistentes, levando a um maior nimero de
ondas foliculares e maior incidéncia de
ciclos com quatro ondas (Baruselli et al.,
2007; Nogueira, 2008).

A divergéncia folicular é marcada pela
continuidade no desenvolvimento do maior
foliculo e declinio ou parada no crescimento
dos outros. Em Bos taurus, o desvio inicia-
se por volta de 2,8 dias ap6s a emergéncia,
quando o foliculo dominante atinge em
média 8,5 mm e o foliculo subordinado
7,2mm (Ginther et al., 1996). Em Bos
indicus, este periodo é de 2,5 a 2,7 dias pds
emergéncia e com didmetro médio do
foliculo de 6,0mm (Sartorelli et al., 2005).

2.3.3 Ovulacéo

A owvulagdo acontece, na maioria das
espécies, durante o estro. Na vaca ocorre
cerca de 10-12 horas apés o final do estro,
ou em média 30 horas ap6s 0 seu inicio
(Nalbandov e Casida, 1942; Foote, 1975).

Normalmente em cada ciclo estral, é
liberado somente um foliculo. Ha relatos de
taxa de 10% de duplas ovulagdes e mais
raramente de tripla ovulacdo. A ovulacdo
pode ocorrer em qualquer um dos ovarios e
em qualquer ponto destes. Entretanto, cerca
de 60% ocorre no ovario direito e 40% no
esquerdo. A primeira ovulacdo pos-parto
ocorre com maior frequéncia no ovario
contralateral ao corno uterino gestante
(Roberts, 1986; Hafez e Hafez, 2004).

Estudos mostram que o foliculo dominante
adquire receptores de LH no momento da
divergéncia, mas este foliculo ainda ndo é
responsivo a ovulacdo. Em taurinos, a
capacidade ovulatoria ocorre somente apos
os foliculos alcangarem 10mm de diametro
(Sartori et al., 2001). Fémeas Bos indicus
ovulam com didmetros inferiores aos

observados em Bos taurus. Em um estudo
realizado por Gimenes et al. (2005), foi
constatado que 33% das fémeas Bos indicus
ovularam com diametros entre 7,0 e 8,4 mm
e que a responsividade ao LH aumentou
quando os foliculos alcancaram didmetros
entre 8,5 e 10,0mm (80%) e superiores a
10,0mm (90%). Estes dados s&o importantes
nos casos de inducdo da ovulagdo, ja que
protocolos de superestimulacdo podem ser
obtidos precocemente em Bos indicus,
guando comparados com Bos taurus
(Baruselli et al., 2007).

A medida que a ovulagio se aproxima e o
foliculo est4 desenvolvido ao méaximo, ele é
projetado na superficie do ovéario. Nos
momentos que antecedem a ovulagéo, ocorre
um aumento da pressdo sanguinea, nos
capilares foliculares, sob a acdo da histamina
e prostaglandina E2 (PGE2). Apds o pico de
LH, as células de teca interna comecam a
produzir  progesterona que  estimula
localmente a sintese de uma enzima
chamada colagenase. Esta enzima causa um
desarranjo e digestdo do colageno na tlnica
albuginea levando ao aumento do fluido
folicular. O acUmulo deste liquido e o
aumento da pressao dos capilares linfaticos,
préoximos ao foliculo, favorecem o aumento
do volume folicular e a parede torna-se fina
em uma regido especifica chamada estigma.
Nesta area, a pressdo exercida pelo foliculo
comprime 0s vasos sanguineos, fazendo com
que diminua e cesse o fluxo. Ao mesmo
tempo, sob acdo do LH e FSH, as células da
teca interna na regido do estigma perdem a
sua continuidade e as uniBes celulares do
cumulus oophorus desintegram-se,
ocorrendo o rompimento do foliculo e
liberacdo do ovocito. As células musculares
lisas do estroma ovariano promovem
contragdes que facilitam a ruptura do
foliculo. Ap6s a ruptura, as células
neuromusculares presentes na teca interna
sdo estimuladas pela Prostaglandina F,,
(PGF,,), auxiliando na extrusdo do ovdcito.
Assim que o foliculo se rompe, a massa
viscosa secretada pelo cumulus espalha-se,
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na superficie ovariana, facilitando a
captacdo do ovdcito pela fimbria (Mcgee e
Hsueh, 2000; Hafez e Hafez, 2004).

Apés a ovulagdo, a PGE, sintetizada no
ovario, auxilia na remodelacdo do foliculo
para corpo luteo, através da ativacdo do
plasminogénio. Este, por sua vez, é
convertido em plasmina, que é uma enzima
ativa responsavel pela remodelagéo tecidual.
Além disso, o plasminogénio auxilia na
dissolugdo do codgulo do  corpo
hemorragico, ajudando na remodelacdo do
foliculo a corpo luteo (Senger, 2003).

2.4 Corpo lateo
2.4.1 Historico

As primeiras citagdes da existéncia do corpo
lateo (CL) como uma estrutura do ovario
foram realizadas por varios anatomistas nos
séculos 16 e 17. Coiter, em 1573, estudando
0 ovario de uma mulher relatou pela
primeira vez a ocorréncia de cavidades
preenchidas por conteddo amarelado.
Durante esta fase, as estruturas do ovario
foram identificadas e descritas, mas suas
fungdes e regulacdo ndo foram avaliadas. O
nome da estrutura corpus luteum (corpo
amarelo) foi atribuido por Marcello
Malpighi, entre 1628 e 1694, utilizando a
microscopia para avaliagOes realizadas em
ovarios de vacas. Regnier Graaf, entre 1641
e 1673, descreveu os foliculos antrais de
Graaf e realizou a primeira descricdo
detalhada dos “corpos globulares” que se
formavam no lugar do foliculo, desde o
acasalamento até o parto. O autor, com este
estudo, correlacionou o nimero de corpos
lateos com o numero de fetos presentes no
atero (Niswender et al., 2000; Bertan et al.,
2006).

Em 1897, Beard documentou que o CL seria
responsavel por cessar a ovulacdo e estro
durante a gestagdo. Prenant, em 1898,
prop6s que o CL sintetizava substancias que

favoreciam o desenvolvimento do embrido.
No ano de 1903, Fraenkel e Cohn
confirmaram esta teoria, em um trabalho,
onde removiam os ovarios de coelhas
gestantes e observavam que ocorria a morte
dos embrides, demonstrando com isso que 0
CL é necessario para a implantacdo e
manutencdo da gestacdo (Niswender et al.,
2000; Bertan et al., 2006). Em 1929, Corner
e Allen, utilizando extrato de corpo liteo
suino, mimetizaram a acdo luteal no Utero e
manutencdo da gestacdo em animais
ovariectomisados. Posteriormente, grupos de
pesquisadores isolaram um hormdnio que foi
nomeado progesterona. Em 1934, Slotta
identificou a formula estrutural da
progesterona que foi sintetizada, neste
mesmo ano, por Butenandt, Westphall e
Cobler (Bertan et al., 2006).

Os primeiros estudos sobre a composicao
celular do corpo luteo bovino foram
influenciados pelos trabalhos de Corner em
1915 e 1919, que estudou o corpo lGteo
suino. Estes trabalhos descreveram trés tipos
de células: células derivadas da granulosa,
células pequenas com nlcleo cromatico
arredondado (tipo 1) e células alongadas com
citoplasma mais escuro (Tipo II) (Hansel e
Blair, 1996).

McNutt estudou o corpo luteo do ciclo estral
e da gestagdo, em 1924 e 1927. Ele concluiu
gue as células luteais derivam das células da
teca e granulosa e muitas células mostram
caracteristicas intermediarias. Varios
estudos posteriores confirmaram este achado
e acrescentaram informagcfes sobre a
natureza dos varios tipos de células luteais.
Estes indicaram que as células luteinicas
maiores derivam das células da granulosa e
as celulas luteinicas menores derivam das
células da teca interna. Em 1965,
Donaldsom e Hansel, estudando o corpo
luteo bovino, descreveram que as células
luteais menores respondem as luteotropinas,
crescem e se desenvolvem em células luteais
maiores (Hansel e Blair, 1996). Desde
entdo, varios estudos tém sido desenvolvidos
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com a finalidade de compreender os
mecanismos de sua formagéo, manutencéo e
regressdo (Smith et al., 1994).

2.4.2 Formacao do corpo lateo

A importancia do corpo liteo estd no seu
papel fisioldgico, considerado uma glandula
enddcrina transitéria que produz varias
substancias, sendo a progesterona seu
principal produto de secrecdo (Miyamoto e
Shirasuna, 2009). A progesterona exerce
importante acéo bioldgica ao atuar em varios
orgdos-alvo, como hipotdlamo, hipdfise,
ovario, tubas uterinas, Utero, cérvice, vagina
e glandula mamaria, além de controlar a
duracdo do ciclo estral e manter a gestacao
(Wiltbank e Niswender, 1992).

No foliculo pré-ovulatério, a membrana
basal, que separa as células da granulosa e
da teca interna, sofre desintegracdo parcial e
estas células comecam a se misturar.
Durante a ovulacdo, o ovdcito e o fluido
folicular sdo liberados, criando uma
cavidade para o desenvolvimento do CL.
Simultaneamente, ocorre o rompimento dos
capilares da camada da teca e formacao de
uma estrutura semelhante a um coagulo
conhecido como corpo hemorragico (Smith
et al., 1994). Esta estrutura pode ser
observada desde o momento da ovulagédo até
o dia 3 do ciclo estral (Senger, 2003).

O corpo  hemorrdgico sofre uma
reorganizacdo tecidual para a formacdo do
corpo luteo funcional, que ocorre devido a
influéncia de varios fatores angiogénicos e
mitogénicos (Bertan et al., 2006).

Mudangas hemodindmicas estdo envolvidas
na remodelacdo tecidual, durante o final do
crescimento folicular, ovulacdo e formacéo
do corpo lateo. O fluxo sanguineo diminui,
apos a ovulagdo, e aumenta gradualmente de
acordo com o aumento do volume do corpo
luiteo e concentracdo plasmatica de
progesterona. Este aumento da
vascularizagcdo é extremamente importante

para o desenvolvimento adequado do corpo
luteo (Acosta et al., 2003).

A angiogénese é um processo raro em um
animal adulto, com excecdo do aparelho
reprodutivo feminino, cicatrizagéo de feridas
e processos tumorais. No corpo lateo, ocorre
a expansdo dos capilares tecais, migracdo e
proliferagdo  de  células  endoteliais
promovendo a formacdo de novos vasos
sanguineos. (Tamanini e De Ambrogi,
2004).

Vérios promotores da angiogénese foram
identificados, sendo alguns destacados como
mais importantes: fator de crescimento
endotelial vascular A (VEGF-A), fator de
crescimento de fibroblastos &cido e bésico
(FGF-1 e FGF-2), fatores de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1 e IGF-2) e
angiopoietinas (ANPT-1 e ANPT-2). Um
controle preciso da angiogénese no ovario é
essencial para a funcdo luteal normal
(Schams e Berisha, 2004).

O processo de luteinizacdo é dependente,
primariamente, de dois hormonios
luteotrépicos: horménio luteotréfico (LH) e
horménio do crescimento (GH), sendo o LH
o0 principal hormbnio responsavel por
estimular a produgdo de progesterona nas
células luteinicas. O GH, in vitro, estimula a
secrecdo de ocitocina e progesterona, além
de estimular também a produgdo de
prostaglandina (PGF,,) e, in vivo, ajuda no
desenvolvimento do CL (Schams e Berisha,
2004).

Alguns fatores como os de crescimento,
peptideos, esterdides e prostaglandinas sdo
importantes moduladores da fungédo lutea.
Estudos demonstraram que a oxitocina
também pode ser um fator luteotrdpico,
durante a fase de desenvolvimento do corpo
luteo, modulando a secre¢do de LH e P, in
vitro (Schams e Berisha, 2004). A
progesterona também parece ter acdo
luteotropica estimulando a sintese de
receptores de LH no CL (Jones et al., 1992).
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A prostaglandina luteal pode ter acdo
luteotrdpica, no inicio e meio da fase luteal,
estimulando a produgdo de progesterona
(Miyamoto et al., 2003; Schams e Berisha,
2004).

2.4.3 Caracteristicas macroscopicas

O corpo ldteo, durante o ciclo estral, passa
por intensas modificagcfes na composicdo
tecidual, no peso e no didmetro luteal
(Akinpelumi e Orji, 1990; Fields e Fields,
1996).

Apos a ovulagdo, até o dia 5 do ciclo, o
corpo lGteo mostra-se em processo de
formagéo, apresentando textura leve e cor
avermelhada. Entre os dias 5 e 10, se
apresenta grande e oval e com coloragéo de
marrom a laranja. Dos dias 11 ao 14,
apresenta completa luteinizacdo, com textura
firme e cor amarela brilhante. Neste periodo
de 5 a 14, o corpo luteo apresenta um rapido
crescimento e aumento do peso, devido a
alta proliferacdo celular (Akinpelumi e Orji,
1990). Em vacas, aos 3 dias apds ovulacao,
um CL pesa em média 640mg e, aos 14 dias,
5,19 (Fields e Fields, 1996). A partir do dia
15, o amarelo torna-se opaco, iniciando o
processo de isquemia. Na fase final de
regressao, sua coloracdo €& creme e de
textura firme (Akinpelumi e Orji, 1990).

A incidéncia do corpo liteo, no ovario
esquerdo ou direito, varia entre alguns
estudos. Vianna et al. (1999), estudando
animais da raga Gir, encontraram 57,14% de
incidéncia no ovario direito e Ramos et al.
(2008), encontraram 56,23% de ocorréncia
no ovario direito, em animais zebuinos.
Neves et al. (2002), analisando ovarios de
vacas Nelore, e Akinpelumi e Orji (1990),
em vacas white Fulani, encontraram maior
incidéncia do corpo liteo no ovario
esquerdo. Chacur et al. (2006) encontraram
65,47% de corpos lateos, no ovério
esquerdo, em animais zebuinos ndo
gestantes.

Existem diferencas no tamanho do corpo
luteo quando comparamos animais zebuinos
e taurinos. Corpos lateos de zebuinos variam
de 17 a 21mm de didmetro (Figueiredo et
al., 1997; Baruselli et al., 2007). Neves et al.
(2002) encontraram didmetro luteal médio,
em vacas Nelore ndo-gestantes, de 15,3mm
no ovério esquerdo, 16,4 para ovario direito
e, em gestantes, 18,4mm no esquerdo e 18,7
no direito. Chacur et al. (2006), em vacas
zebus, encontraram 16,70mm para O
esquerdo e 15,75 para o direito. J&, em vacas
holandesas, os valores observados sdo
maiores que os de animais zebuinos, sendo
os valores encontrados de 20 a 30mm
(Ireland et al., 1980; Ginther et al., 1989;
Taylor e Rajamahendran, 1991).

Quanto aos parametros (comprimento,
largura e espessura), Neves et al. (2002)
encontraram para o ovario esquerdo 2,57-
1,61-1,22cm e para o direito 2,62-1,71-
1,21cm, em animais ndo gestantes. Para os
gestantes, os valores foram de 2,78-1,80-
1,23cm para o ovario esquerdo e 2,84-1,74-
1,21cm para o direito. Megale e Couto
(1959) encontraram para ovario esguerdo
2,81-1,49-1,72cm e do direito 3,01-1,57-
1,85cm. Ramos et al. (2008), estudando
vacas zebuinas gestantes e ndo gestantes,
encontraram, para as ndo gestantes, valores
de 2,36-1,54-1,03cm para o direito e 2,03-
1,39-0,94cm para o esquerdo. E, para as
gestantes, 2,49-2,18-1,02cm para o direito e
2,68-1,87-1,07cm para o esquerdo.

O volume ovariano encontrado por Neves et
al. (2002), foi de 6,37cm® para o ovario
esquerdo e 7,17cm® para o direito de animais
ndo-gestantes e 6,42cm*® e 6,53cm’® para
animais gestantes. Ramos et al. (2008)
encontraram 6,18 e 5,50, em ndo-gestantes,
e 6,45 e 7,54, em gestantes para ovarios
direito e esquerdo, respectivamente.

O corpo lateo pode ser classificado como
protuso e incluso, cavitario e ndo-cavitario
(Senger,  2003). Durante o0  seu
desenvolvimento, o tecido luteal ocupa a
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parte interior do ovario, sendo chamado de
incluso, ou pode proliferar, excessivamente,
extrapolando para fora do ovaério,
denominando-se protuso. Neves et al. (2002)
e Ramos et al. (2008) observaram, em
zebuinos, maior incidéncia de CL incluso do
que protuso, em ambos 0s grupos gestante e
ndo-gestante, sendo a maior porcentagem de
inclusos nos animais gestantes. Cavidades
luteais podem ser observadas em corpos
liteos de animais gestantes (86%) e ndo-
gestantes (77%) (Kastelic et al., 1990).
Neves et al. (2002) encontraram 2,3% de
animais Nelore gestantes com cavidade
luteal e 16,3% para ndo gestantes. Borges et
al. (2003) encontraram, para animais Nelore,
46,7% de cavidades luteais. O aparecimento
destas cavidades foi aos 4,8 e 6,7 dias ap06s a
ovulacdo e a &rea maxima variou de 0,1 e
0,5mm em 78,3% dos casos, entre 0 sétimo e
0 décimo dia. A persisténcia média das
cavidades foi de 5,0 a 10,5 dias e, em alguns
casos, permaneceu por até 17 dias. Segundo
0s autores, essa diferenga no tempo de
permanéncia das cavidades ocorre devido a
reorganizacdo gradual do tecido e tende a
desaparecer com o transcorrer do ciclo
estral. Cavidades luteais podem ocorrer
devido a ocupacdo incompleta da cavidade
folicular  pelas células, durante a
luteinizacdo, ndo sendo funcionalmente
importantes e ndo afetando a taxa de
gestacdo ou a producdo de progesterona
(Kastelic et al., 1990; Borges et al., 2003).

2.4.4 Células luteais

O tecido luteal consiste em trés tipos
celulares: células ndo-esteroidogénicas (cel.
endoteliais e  pericitos, fibroblastos,
macrofagos, mastdcitos e leucdcitos) e
células esteroidogénicas maiores e menores
(O’Shea et al., 1989; Senger, 2003; Stouffer,
2006). Segundo O’Shea et al. (1989), as
células ndo esteroidogénicas representam
cerca de 69,8% do total de células do
parénquima luteal.

As células ndo-esteroidogénicas e o sistema
capilar representam 14% do volume e 53%
das células do corpo luteo maduro. Células
endoteliais sdo células achatadas de
didmetro médio de 11um que recobrem o
interior dos vasos sanguineos e secretam
fatores que participam dos processos
luteoliticos e luteotropicos. Existem 5 tipos
de células endoteliais no corpo luteo bovino.
Dentre elas, a célula tipo 5 ndo tem
caracteristicas de célula endotelial, mas
mostra similaridades com uma célula
granulosa imatura, sendo indicada como
uma suposta célula tronco para renovagao
das células luteais. Os pericitos sdo células
de origem mesenquimatosa com ndcleo
alongado e prolongamentos citoplasmaticos
gue envolvem parcialmente a parede capilar.
Estas células sdo contréteis, influenciando o
fluxo sanguineo dos capilares, podendo se
diferenciar em células musculares lisas, ap6s
regeneracdo dos vasos, devido a alguma
leséo (Fields e Fields, 1996).

O corpo lateo bovino é formado por tecido
conjuntivo que contém colageno tipo |,
colageno tipo IV e fibronectina (Silvester e
Luck, 1999). A funcdo do colageno é
primordialmente estrutural, proporcionando
sustentagdo as células, mantendo-as unidas.
O colageno tipo | é sintetizado pelos
fibroblastos, formando fibras e feixes muito
resistentes. O colageno tipo IV € sintetizado
pelas células epiteliais, estando presente nas
laminas basais e formando uma espécie de
feltro, ndo polimerizando em fibrilas
(Jungueira e Carneiro, 1995).

Os fibroblastos sdo as células mais comuns
do tecido conjuntivo, produzem
glicosaminoglicanos, colageno e citoquinas,
sendo responsaveis pela formacgéo das fibras
e do material intercelular amorfo.
Apresentam cerca de 15um didmetro,
representam cerca de 6% do volume luteal e
10% do total de células do corpo luteo
(Fields e Fields, 1996). Os fibroblastos tém
prolongamentos citoplasmaticos irregulares,
nucleo claro, grande e ovéide com cromatina
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fina e nucléolo evidente. Ndo se dividem
com frequéncia no tecido conjuntivo de um
adulto, entrando em mitose somente quando
solicitado (Junqueira e Carneiro, 1995;
Fields e Fields, 1996).

Células imunes, principalmente macréfagos
e linfocitos T, estdo presentes no corpo Iuteo
do inicio ao fim da fase lutea, sendo mais
intensamente observados durante a lutedlise
(Pate e Keyes, 2001). Os macréfagos séo
importantes pela sua atividade fagocitéria de
restos celulares decorrentes da destruicdo
das células luteais e pela participagdo na
resposta imune, durante a regressdo do corpo
luteo (Fields e Fields, 1996; Pate e Keyes,
2001).

As células esteroidogénicas do corpo lateo
sdo denominadas células luteinicas maiores -
Large Luteinic Cells (LLC) e células
luteinicas menores - Small Luteinic Cells
(SLC) que podem ser distinguidas pelo seu
tamanho e outras caracteristicas funcionais e
estruturais (Alila e Hansel, 1984; Fields e
Fields, 1996). Ambas tém caracteristicas
similares que particularizam as células
esterdides secretoras e possuem um reticulo
endoplasmético liso bem desenvolvido,
mitocondrias, complexo de Golgi e gotas de
lipideos. Morfologicamente, as células
luteinicas maiores e menores  sdo
qualitativamente similares, mas
guantitativamente hd mais organelas
citoplasméticas nas células maiores do que
nas menores (Fields e Fields, 1996).

As células luteinicas menores originam-se
das células da camada da teca interna (Alila
e Hansel,1984). Elas apresentam diametro
médio de 17,2um e, no periodo de gestacao,
entre 15 e 20um, representam cerca de 3,5%
do total de células do CL, 27,7% do volume
luteal (O’Shea et al., 1989). Quando
comparadas com as LLC, representam maior
porcentagem, tanto no ciclo estral quanto na
gestacdo (Bertan et al., 2006). Possuem
formato estrelado e nucleo irregular (forma
de taca) com nucleoplasma densamente

corado, grande quantidade de mitocéndrias
com crista tubular, reticulo endoplasmatico
liso, gotas lipidicas no citoplasma, extensivo
complexo de Golgi (Alila e Hansel, 1984) e
juncbes de aderéncia entre as SLC
adjacentes (Fields e Fields, 1996). Também
possuem grande nimero de receptores de
LH, sendo altamente responsivas ao
estimulo desse horménio para produgdo de
progesterona, apesar de secretarem baixas
quantidades (O’Shea et al., 1989). Segundo
Fields e Fields (1996), as SLC também
foram diferenciadas em aSLC e BSLC, mas
had necessidade de mais estudos para
estabelecer se as células a se convertem em
células P e se as aSLC se tornam oLLLC e as
BSLC se tornam BLLC.

Células luteinicas maiores originam-se tanto
das células da granulosa quanto das células
luteinicas menores (Alila e Hansel, 1984).
Possuem um didmetro médio de 38,4um e,
entre 22 e 50um, no periodo de gestagéo,
somam cerca de 26,7% do total de células e
representam 40,2% do volume do corpo
lateo (O’Shea et al., 1989). Estas células
possuem grande quantidade de reticulo
endoplasmético liso e mitocondrias esféricas
densamente agrupadas, que € o indicativo de
sua grande contribuicdo esteroidogénica
(Wiltbank e Niswender, 1992; Fields e
Fields, 1996). Elas tém formato esférico,
nicleo grande circular centralizado com
nucléolo distinto e cromatina dispersa,
granulos de lipideos, grande nudmero de
granulos secretorios, reticulo
endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi
proeminente e auséncia de juncdes de
aderéncia entre as células. Sdo responsaveis
por 80% da producdo de progesterona e
possuem poucos receptores para LH, o que
mostra a baixa responsividade destas células
ao estimulo deste horménio. Também sédo
responsaveis pela secre¢do de oxitocina e
progesterona, além de ser o sitio primario de
resposta a PGF,, e estrogeno (Fields et al.,
1992; Bertan, 2006).
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Existem duas populacGes de células maiores
morfologicamente distintas: as células
luteais grandes «, contendo reticulo
endoplasmatico liso, tipico de células
esteroidogénicas, e as células luteais grandes
B, que correspondem a 66% das células
luteais grandes e apresentam maior
capacidade de sintese de progesterona.
Possuem abundancia de reticulo
endoplasmatico liso tubular e dilatado que
reflete numa grande atividade secretéria de
progesterona (Fields e Fields, 1996).

As células maiores possuem granulos densos
medindo de  150-300nm que sdo
relacionados a sua alta capacidade
esteroidogénica e sintese de proteinas
(O’Shea et al., 1989; Parkinson et al., 1994;
Fields e Fields, 1996). Estes granulos s&o
importantes, na distingdo das células luteais
grandes das pequenas, uma vez que S0
abundantes no citoplasma das células
grandes e ausentes nas células menores
(Fields et al., 1992). Estes parecem ser
empacotados no complexo do Golgi,
acumulados na regido paranuclear, migram
em grupo para a membrana celular e sdo
liberados por exocitose (Fields e Fields,
1996).

Estes granulos secretérios contém oxitocina,
no corpo lateo do ciclo, e acredita-se ter
relaxina no corpo lGteo da gestacdo (Fields
et al.,, 1992). A liberagdo de oxitocina é
estimulada pela PGF2a endometrial ¢
sugere-se que existe um feedback positivo,
entre a oxitocina luteal ¢ a PGF2a, para
induzir a regressdo do corpo lUteo. Baixas
concentracbes de oxitocina estimulam a
producdo de  progesterona e altas
concentragdes sdo inibitorias (Pate, 1996). A
relacdo observada entre progesterona e
oxitocina sugere que ambos o0s hormdnios
desempenham um papel importante, como
fatores locais e intraovarianos, que reforcam
a funcdo secretora de CL na vaca
(Rekawiecki e Kotwica, 2008).

A presenca € 0 numero de granulos
secretorios contendo oxitocina reproduzem
as mudancas que ocorrem durante o diestro e
permitem relacionar fases luteais de animais
ndo-gestantes e gestantes, apesar da
oxitocina ndo estar presente nos granulos, no
periodo posterior a implantacdo embrionaria
> 45 dias (Fields et al., 1992).

Outros tipos de proteinas parecem ser
armazenadas nos granulos secretorios,
incluindo inibidor das metaloproteinases
(TIMP) 1 e 2, que estdo envolvidas no
remodelamento tecidual do corpo IGteo, € as
apolipoproteinas E e A-1, que podem estar
envolvidas na regulacdo do colesterol para a
esteroidogénese (Fields e Fields, 1996).

As caracteristicas morfoldgicas das células
luteinicas maiores do ciclo estral sdo iguais
as das vacas gestantes. O ndmero de
granulos secretorios por célula e o niumero
de células contendo granulos muda de
acordo com o dia do ciclo estral (Fields et
al., 1992).

No dia 3 do ciclo estral, cerca de 3% das
células  maiores  possuem  granulos
secretorios e pouco ou nenhum lipideo
citoplasmaético, refletindo o primeiro tergo
da gestacdo. Do dia 7 a 14, sdo comparados
com o segundo trimestre de gestacéo,
contendo grande porcentagem de células
com granulos, grande nimero de granulos
nas células e alguns lipideos
citoplasméaticos. No dia 14, as células
luteinicas maiores tém  caracteristicas
regressivas similares as observadas no CL
de vacas no final da gestacdo, sendo
observado um declinio tanto do numero de
células com granulos quanto da porcentagem
de granulos na célula. Estas caracteristicas
regressivas do corpo liteo estdo bem
pronunciadas, durante os dias 17-19 do ciclo
estral, quando n&o se encontram granulos de
secrecdo nas células, como no ultimo
trimestre da gestagéo (Fields et al., 1992).
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O namero de granulos e o nivel de oxitocina
luteal tem um pico, no meio do ciclo, e
depois decresce significativamente. Em
vacas gestantes, granulos luteais elevam de
numeros quase indetectaveis no dia 45 para
um pico nos dias 180-210. Se ocorrer
gestacdo, os receptores uterinos de oxitocina
permanecem baixos, mantendo o corpo liteo
e sustentando a gestacdo. Se a gestacdo nao
ocorre, 0s receptores uterinos de oxitocina
aumentam significativamente no dia 17,
tendo um pico no dia 21 e ficando favoravel
a acdo da oxitocina que, juntamente com a
prostaglandina, levardo a uma sequéncia de
eventos que culminardo na regressdo luteal
(Fields et al., 1992).

2.4.5 Producdo de progesterona

A progesterona apresenta variacdo na sua
secrecdo e concentragdo plasmatica, durante
o ciclo estral, refletindo a funcionalidade do
CL, entre as fases de crescimento,
manutencdo e regressdo (Borges et al.,
2003). A concentragdo de progesterona por
grama de tecido luteinico também se
apresentou inferior em zebuinos, quando
comparada a de fémeas taurinas (Baruselli et
al., 2007). Em animais Zebuinos, séao
observadas concentragdes abaixo de 1ng/ml,
no estro, ocorrendo elevacdo até o décimo
dia e alcangando valores maximos de
4,5ng/ml (Adeyemo e Heath, 1980). Em
animais da raca holandesa, foram
observados valores maximos de 16,0ng/ml
(Badinga et al., 1994). Mukasa-Mugerwa e
Tegegne (1989) estudaram as concentragdes
de progesterona, em vacas zebuinas, durante
a gestagdo, e encontraram valores de
0.2ng/ml no dia 0, 3,Ang/ml no dia 7 e
7,1ng/ml no dia 14, permanecendo em
8.1ng/ml até o dia 21. Durante a gestagdo, a
progesterona permaneceu alta, tendo valores
maiores no Gltimo trimestre de gestacdo, 13-
14ng/ml, e com declinio para 8.8ng/ml, 2
semanas antes do parto e 6.9ng/ml, 1 semana
antes. Ap6s o0 parto, os valores
permaneceram em média de 1.0ng/ml, com
variagOes entre 0s animais.

Em fémeas bovinas, a sintese de
progesterona necessita de uma secrecéo
pulsatil de LH durante a fase luteal e da
disponibilidade de colesterol (Niswender et
al., 2000). O colesterol € sintetizado,
principalmente, no figado e transportado
para o corpo lteo, na forma de lipoproteinas
de alta densidade (HDL) e de baixa
densidade (LDL). Nos bovinos, tanto as
LDL quanto as HDL contribuem para o
aumento na producdo de progesterona pelas
células do corpo lateo, sendo que as LDL
sdo as mais efetivas por serem o principal
carreador plasmaético de colesterol. Cada
molécula de LDL contém aproximadamente
2.500 moléculas de colesterol. O LDL liga-
se a receptores especificos na membrana
plasmatica da célula esteroidogénica, sendo
englobado pela membrana formando o
endossomo. Apos a internalizacdo, enzimas
especificas presentes no lisossomo da célula
combinam-se com 0 endossomo
promovendo a dissociagdo do LDL e
disponibilizando o colesterol para a célula.
O HDL encontra-se conjugado a proteinas
plasméaticas que, quando se ligam a
membrana celular, promovem o transporte
do HDL para o citoplasma e
disponibilizacdo do colesterol para a
esteroidogénese  (Milvae et al.,, 1996;
Niswender et al., 2000).

Na membrana celular, o LH liga-se a
receptores especificos ativando a proteina G
gue, por sua vez, ativa a adenilato ciclase, a
qgual promove a conversdo de ATP em
AMPc e, assim, ativa a Proteina Kinase A
(PKA). Esta enzima acelera a internalizagéo
do LDL, ativa a colesterol esterase que
favorece a conversdo de colesterol éster em
colesterol e &cidos graxos, disponibilizando
maior quantidade de lipideos no citoplasma.
Além disso, a PKA facilita o transporte de
colesterol do citoplasma para a membrana
mitocondrial, através da fosforilagdo das
proteinas transportadoras: StAR
(Steroidogenic Acute Regulatory Protein),
PBR (receptor benzodiazepinico tipo
periférico) e a endozepina um ligante natural
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do PBR (Davis et al., 1996; Niswender et
al., 2000). Um estudo realizado por Fitz et
al. (1982) demonstrou que as células
maiores possuem uma maior quantidade de
proteina StAR e endozepina, 0 que as
confere maior capacidade de sintetizar
progesterona.

Para a conversio do colesterol em
progesterona ha necessidade de um aumento
na expressdo de enzimas na matriz
mitocondrial. O colesterol transportado para
a matriz mitocondrial é clivado pela enzima
P450scc, transformando-o em pregnenolona.
Sob a agdo da enzima 3B-HSD, a
pregnenolona é convertida em progesterona
gue se espalha no citoplasma da célula e,
posteriormente, entra na corrente sanguinea
em direcdo aos tecidos alvo (Niswender e
Nett, 1994; Bertan et al., 2006).

A progesterona desempenha  diversas
funcbes no aparelho reprodutivo da fémea.
Apos a ovulagdo e com o desenvolvimento
do CL, ocorre aumento das concentracfes de
progesterona, levando a secre¢éo de LH, em
alta amplitude e baixa frequéncia, e
determinando concentragdes médias de LH.
A progesterona também promove o
relaxamento do miométrio, durante a
gestacdo. Este fato ocorre devido a agdo da
progesterona na expressao dos genes, que
regulam os canais de célcio dificultando a
entrada deste ion na célula. O aumento da
progesterona estimula a secrecdo das
glandulas endometriais, promovendo a
liberacdo de proteinas que mantém o Utero
em condicbes necessdrias para 0O
desenvolvimento embrionério. Na vaca,
durante a gestacdo, o corpo lGteo ndo é a
Unica fonte de producgéo de progesterona. No
decorrer da gestacdo, a placenta aumenta
gradualmente a capacidade de producdo de
progesterona, sendo a fonte principal nos
estagios finais (Bertan et al., 2006).

2.4.6 Lutedlise

A lutedlise é definida como sendo a lise ou
morte estrutural do corpo luteo. Na auséncia
da fertilizacdo, pulsos de PGF2a sdo
liberados pelas células endometriais,
promovendo a morte funcional e estrutural
do corpo luteo, observado por volta do dia
14 do ciclo estral, determinando o término
do ciclo estral e gerando um novo estro
(Pate e Keyes, 2001). Na vaca, a mudanca
do CL ciclico para CL gestacional ocorre
por intervencdo do embrido. Células
trofoblasticas do embrido sintetizam um
fator antiluteolitico, em maior intensidade
por volta dos dias 10 a 24 da gestacdo,
chamado Interferon-tau (IFNt). A sua acao
ocorre nas células do epitélio endometrial
promovendo inibicdo na expressdo de
receptores de ocitocina levando a inibicdo da
sintese e liberagdo normal de PGF,, que
levaria a lute6lise (Demmers et al., 2001). O
corpo lateo da vaca gestante comega a sofrer
0 processo de lutedlise por volta dos 210-
230 dias de gestacdo, apds este periodo a
placenta assume a producéo de progesterona
até o final da gestacdo (Fields e Fields,
1996; Demmers et al., 2001).

Durante a lutedlise, dois eventos ocorrem
em conjunto: perda da capacidade de
sintetizar e secretar progesterona (lutedlise
funcional) e perda das células luteinicas
(lutedlise estrutural) (Fields e Fields, 1996;
Milvae et al., 1996). A diminuigdo inicial da
concentragdo sanguinea de progesterona ndo
parece ocorrer devido a perda das células
luteinicas, mas esta mais ligado a redugéo do
fluxo sanguineo no corpo luteo e diminuigdo
da capacidade esteroidogénica das células
(Niswender et al., 2000).

O exato estimulo que inicia a secrecdo de
PGF2a ¢é controverso. Acredita-se que 0
Utero deve ser exposto a uma elevada
concentracdo de progesterona, por um certo
periodo, antes que seja capaz de sintetizar e
liberar a PGF20 suficiente para causar a
lutedlise. Tem-se proposto que o estrégeno
dos foliculos em desenvolvimento é o
gatilho para liberacdo de oxitocina da
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hipéfise que estimula a liberagdo de grandes
quantidades de PGF2 pelo endométrio. A
PGF2 inicia o feedback positivo para
liberacdo de maior quantidade de oxitocina
luteal e uterina (Niswender et al., 2000).

A prostaglandina F,, (PGF,,) produzida no
tecido endometrial é o principal fator
responsével por promover a lutedlise e
bloquear a sintese de progesterona pelo
corpo ldteo (Mccracken et al., 1999;
Niswender et al., 2000; Schams and Berisha,
2004).

A lutedlise ocorre quando a PGF2a ¢
liberada pelo endométrio, de cinco a oito
pulsos durante um periodo de 2 a 3 dias
(Schams and Berisha, 2004) e depende da
interacdo entre o0 corno uterino e o ovario
ipsilateral. A prostaglandina produzida pelo
Utero é transportada para o ovario ipsilateral,
através de um mecanismo de contracorrente
da veia uterina para a artéria ovariana. A
PGF2a produzida no corno uterino entra na
artéria ovariana, pela veia Utero-ovariana,
chegando ao corpo liteo ipsilateral. Esta
relacdo anatdmica garante que uma alta
concentracdo de PGF2a seja transportada
diretamente ao CL sem a sua diluigdo pela
circulagdo  sistémica, impedindo sua
degradacdo, durante a passagem pelos
pulmdes (Hixon e Hansel, 1974; Niswender
et al., 2000). Em fémeas bovinas, foi
relatada uma proteina transportadora de
PGF2a (PGT) que media o transporte deste
hormdnio do endométrio para o ovario, pelas
vias vasculares. Esta proteina, no
endométrio, tem um maior grau de
expressao, entre os dias 16 e 18 do ciclo
estral (Bertan et al., 2006).

O numero de receptores para PGF2a
aumenta, ao longo da fase luteal. Foi
identificado apenas um tipo de receptor e
estes sdo caracterizados em receptores de
alta e baixa afinidade para PGF2a. Estes
receptores estdo presentes nas SLC, LLC e
células endoteliais de fémeas bovinas.
Quando a PGF2a se liga a esses receptores,

estimula a atividade da enzima Proteina
Kinase C (PKC). Esta enzima diminui a
captacdo do colesterol para o citoplasma e
para a mitocdndria, interrompendo a
producdo de progesterona. Nas células
endoteliais, a PGF20 estimula a secregdo de
endotelina 1 (ET-1), uma substancia
vasoconstritora que leva a degeneracdo dos
capilares sanguineos, hipoxia do corpo luteo
e morte das células esteroidogénicas
(Niswender et al., 2000; Schams e Berisha,
2004; Bertan et al., 2006).

O blogueio da sintese de progesterona
decorrente da acdo da PGF2a pode ocorrer,
através de alguns mecanismos intracelulares:
acdo da PGF2 nos receptores para 0S
horménios luteotropicos, levando a uma
reducdo do LH e diminuigdo da enzima PKA
nas LLC; diminuicdo da apreensdo do
colesterol pela célula, devido a redugdo do
mMRNA para o receptor de LDL; quebra no
transporte do colesterol para a mitocondria,
reduzindo as concentragdes de mMRNA para a
proteina STAR. (Niswender et al., 2000;
Bertan et al., 2006). O bloqueio da
esteroidogénese e da utilizacdo do colesterol
leva a um acimulo de gotas lipidicas e
aumento do nimero de lisossomos (Senger,
2003).

As células imunes e citocinas também
parecem participar da lutedlise, regulando a
sintese de PGF20, esteroidogénese e
fagocitose.  Leucdcitos, eosindfilos e
macréfagos acumulam-se no CL em
regressdo, ap6s o declinio da progesterona.
No periodo final da regressao, cerca de 70%
das células proliferativas do CL séo
macrofagos CD-14-positivo  (Schams e
Berisha, 2004). A funcdo principal dos
macréfagos é a fagocitose das células luteais
em degeneracdo e degradacdo da matriz
extracelular. Além disso, o Fator de Necrose
Tumoral o (TNFa) produzido pelos
macréfagos inibe a secrecdo de progesterona
basal e estimula a PGF20. A infiltragdo de
leucdcitos, no parénquima luteal, leva a um
aumento na producdo de citocinas (IL-1,
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TNF-a, IFN-y) que estimulam a sintese de
PGF2a e ativacdo dos macrofagos (Meidan
et al., 1999; Niswender et al., 2000; Schams
e Berisha, 2004).

As citocinas podem ser as causadoras de um
processo chamado apoptose celular, que é
um fenémeno descrito como morte celular
programada. Este processo é a fase final da
lutedlise e consiste em uma série de
mudancas bioquimicas e morfologicas que
ocorrem na célula induzida pela acdo da
PGF2a (Niswender et al., 2000; Knobil e
Neills, 2006). Gotas citoplasmaticas,
fragmentacdo nuclear com degeneracdo de
cromatina e mudancas na expressao genética
sdo caracteristicas das células em apoptose
(Niswender et al., 2000). Tanto nas células
maiores quanto nas menores,  €ssas
mudancas na morfologia ndo sdo evidentes,
até 24-36 horas, apés o inicio a exposicdo da
PGF2a (Fields e Fields, 1996; Niswender et
al., 2000).

As mudancas na morfologia das células
esteroidogénicas sdo semelhantes em
animais gestantes e ndo gestantes. Nas LLC,
no dia 14 do ciclo, ocorre um aumento nas
gotas lipidicas e um grande declinio no
niamero de LLC contendo granulos
secretérios e no nimero de granulos por
celula (Fields e Fields, 1996).

Durante a regressdao luteal, além das
mudangas estruturais, ocorre um aumento da
secrecdao de proteinas luteais, incluindo
inibidor das metaloproteinases-1 e 2. Estas
proteinas e seus inibidores estdo envolvidos
na remodelacdo da matriz extracelular, na
reorganizacgdo do tecido luteal e no processo
de morte celular (Juengel et al., 1994; Fields
e Fields, 1996).

2.4.7 Avaliagéo do corpo luteo

A palpacdo retal € a técnica mais utilizada
para avaliagdo do sistema genital de fémeas
bovinas, devido a sua praticidade e
facilidade de execugdo. Entretanto, esta

técnica possui uma baixa precisdo (entre 20
e 30%, aproximadamente) apresentando
erros, tanto na presenca do corpo lateo
guanto na definicdo do seu estadio funcional
(Pathiraja et al.,1986; Hussein et al., 1992).
A ultrassonografia permite a completa
visualizacdo do tecido luteal, o que
possibilita maior precisdo na identificacéo e
caracterizacdo do corpo luteo. Sua imagem é
uniforme, circunscrita € menos ecogénica
que o0 estroma ovariano, ndo apresentando
diferencas entre o CL de animais gestantes e
ndo-gestantes (Tom et al., 1998). Erros de
avaliagdo podem ocorrer, no final do ciclo,
guando a ecogenicidade do CL se aproxima
do observado no estroma ovariano (Pierson
e Ginther, 1988).

O corpo lateo domina o ciclo, do dia 4 até
cerca do dia 17 (Ball et al.,, 2006), com
duracdo media da fase lGtea de 10,0+2,62
dias (Coutinho et al., 2007). Borges et al.
(2003) detectaram o corpo liteo em vacas
Nelore e Gir, pela primeira vez, por volta de
2,6+0,7 dias, apds a ovulacdo. Outros relatos
demonstraram que 0s corpos liteos podem
ser detectados, no dia 4,0+1,31, em vacas da
raca Guzera, permanecendo detectavel a
ultrassonografia por 15,37+2,06 dias, mas
funcionais durante 13,37+2,72 dias. Estes
valores encontrados dependem da técnica
utilizada e da raga do animal (Coutinho et
al., 2007). Borges et al. (2003), estudando o
CL de vacas das ragas Gir e Nelore, com o
uso de ultrassom, durante o verdo e inverno,
observaram que a duracdo do CL foi de 16
dias para animais com 2 ondas de
crescimento folicular e 17,9 dias para
animais com 3 ondas. O CL teve uma taxa
de crescimento de 0,3 a 05 cm?dia,
atingindo o maior tamanho entre os dias 9,3
e 9,5 do ciclo estral.

As diferencas morfoldgicas das estruturas
ovarianas observadas entre animais taurinos
e zebuinos sdo um importante fator a ser
considerado para a realizacdo de um exame
reprodutivo mais preciso.

29



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido, apds o
projeto ter sido aprovado pelo CETEA-
UFMG, sob o nimero 31/2010 (Anexo V).

3.1 Local e animais

Para este experimento, foi obtido o aparelho
reprodutor de vacas da raca Nelore gestantes
e saudaveis, abatidas no Frigorifico Mata
Boi, localizado na cidade de Araguari-MG,
no Triangulo Mineiro. Foram utilizados 48
ovarios de vacas gestantes entre 77 a 261
dias.

O material foi processado no Setor de
Reproducdo Animal do Departamento de
Clinica e Cirurgia da Escola de Veterinaria
da UFMG e Departamento de Morfologia do
ICB e a leitura das Iaminas ocorreu no Setor
de Reprodugdo Animal da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de
Minas Gerais (EV-UFMG).

3.2 Determinacéo da idade gestacional

Os ovarios coletados com corpo lGteo foram
identificados e divididos em trés grupos,

considerando-se o0 terco de gestacao,
classificado pelo tamanho do concepto.

Foi feita uma incisdo, no corno uterino
gestante, com exteriorizacdo do feto e corte
do corddo umbilical. Posteriormente, o feto
foi colocado em decubito lateral, com sua
linha dorsal em posicdo retilinea, e se
mensurou 0 comprimento apico-caudal do
feto (cm), da crista nucal (0sso occipital) até
a primeira vértebra coccigea (Fig.1). Para
determinacdo da idade da gestacdo, utilizou-
se a seguinte formula, segundo Richardson
(1996):

X =25(Y +21), onde:
X é avariavel idade da gestacéo;
Y representa 0 comprimento apico-caudal.

Sendo assim, os grupos foram divididos de
acordo com o trimestre de gestacdo: 1° terco,
composto por ovarios de 11 animais com
gestacdo de até 90 dias; 2° tergo, 20 animais
com gestacdo entre 91 e 180 dias; e 3° tergo,
17 animais com gestagdo entre 181 e 261
dias.

Figura 1. Mensuragdo do comprimento apico-caudal do feto
(cm) para determinagdo da idade gestacional.
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3.3 Processamento do material

3.3.1 Avaliagdo macroscépica do corpo
IUteo e colheita para histologia

Os corpos luteos das vacas Nelore gestantes
foram primeiramente avaliados em relacdo a
sua frequéncia nos ovérios esquerdo e
direito. Em seguida, os ovarios foram
imediatamente imersos em solucdo de
formoldeido a 10%, por um periodo superior
a 4 horas para prefixacdo. Depois, foi feito
um corte no ovario de aproximadamente 0,5
cm de espessura, em plano sagital, do apice
até a base, para ser colocado em recipiente
contendo formoldeido a 10%, no qual foi
mantido até o0 momento do processamento.

O processamento histolégico seguiu a
metodologia de rotina para inclusdo em
parafina (Michalany, 1980), seguindo 0s
passos abaixo:

1-Desidratagéo: 0S fragmentos
permaneceram pelo menos 30 minutos em
cada frasco contendo  &lcool em
concentragcbes crescentes de 75%, 85%,
95%, e trés passagens no alcool absoluto (I,
I1e ll).

2- Diafanizacao: apés a passagem no alcool
absoluto 111, o material foi transferido para
xilol I, 1l e Ill, permanecendo pelo menos
por 30 minutos em cada banho. Este
tratamento é necessario para substituir o
alcool e permitir a penetracdo de parafina
fundida dentro da pega.

3- Impregnagdo e incluséo: os fragmentos
passaram por trés banhos de parafina (I, Il e
I11), cada um com dura¢do minima de 30
minutos. Em seguida, foi feita a incluséo
propriamente dita em moldes metalicos,
colocados sobre uma folha de papel com
parafina a 56°C.

4- Corte: com o auxilio de um micrétomo,
foram obtidos cinco cortes de cada bloco, na
espessura de 5um, e distendidos em banho-

maria para a “pescagem”. Este procedimento
consiste em mergulhar a lamina na gua, em
um angulo de mais ou menos 45°, frente ao
tecido, com a finalidade de fixar o corte a
lamina. Todas as laminas utilizadas ja
haviam sido preparadas com Poli-I-lisina,
que auxilia na fixacdo do tecido. Apds este
procedimento, as laminas foram colocadas
em estufa para secagem do tecido.

5- Desparafinizacdo: as laminas foram
mergulhadas em xilol, por 30 minutos, para
retirada da parafina do tecido.

6- Hidratagcdo: passagem das laminas em
alcool absoluto, 90%, 80% e 70%, por 2
minutos cada. Em sequéncia, as laminas
foram lavadas em &gua corrente, por 20
minutos.

7- Coloragdo: apenas duas laminas dos
cinco cortes obtidos de cada bloco foram
utilizadas para coloracdo em Hematoxilina e
Eosina (HE) com a finalidade de destacar as
estruturas nucleares e citoplasmaticas e em
Tricrémico de Gomory para identificagdo de
tecido conjuntivo e muscular.

- Hematoxilina e Eosina: as laminas foram
mergulhadas em hematoxilina por 2-3
minutos e lavadas em agua corrente por 10
minutos. Posteriormente, coradas em eosina
por 30 segundos e lavadas rapidamente em
agua corrente.

- Tricrdbmico de Gomory: as laminas foram
coradas por hematoxilina, de 2 a 3 minutos,
lavadas em &gua corrente por 10 minutos e,
em seguida, coradas com tricromico de
Gomory por 15 minutos e lavadas
rapidamente em agua corrente.

- Métodos histoquimicos: ApOs as analises
feitas nas laminas coradas com tricromico de
Gomory decidiu-se por realizar coloragfes
especiais complementares para  mais
avaliacOes do material disponivel:
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* Periodic Acid Schiff Reaction (PAS): As
laminas foram Incubadas em AC. Periddico
por 10 a 15 minutos. Lavadas em agua
destilada e mergulhadas no Reativo de
Schiff em temperatura ambiente por 15 a 30
minutos. Posteriormente foram lavadas em
agua corrente por 5 a 10 minutos e em agua
destilada por 1 minuto. Coradas em
hematoxilina por 1 minuto (cora 0s nucleos)
e lavadas em agua corrente.

* Xylidine Ponceau: as laminas foram
mergulhadas na solucdo corante por um
periodo de 15 a 20 minutos. Colocadas em
solucdo tampédo a pH= 1,7 durante 12 a 24
horas e apds este periodo foram lavadas em
agua corrente.

8- Desidratagdo: passagem das laminas em
alcool 70%, 80%, 90% por 5 segundos e no
alcool absoluto por 30 segundos.

9- Diafanizagdo: as laminas foram
mergulhadas em xilol por 30 minutos.

10- Montagem: colocava-se uma gota de
Entelan® sobre o corte e, logo em seguida,
uma laminula sobre ele, comprimindo-a para
espalhar o produto e evitar a formagdo de
bolhas sobre o corte.

3.4 Descricdo histolégica do corpo
luteo

Foram utilizadas todas as 48 amostras
coradas em H.E e Tricrbmico de Gomory,
para descricdo histologica. A avaliagdo foi
feita em microscopio Optico utilizando
objetiva de 5x, 10x, 40x e abrangendo todo
o tecido disponivel.

3.5 Proporcdo volumétrica do corpo
[ateo

Os constituintes do corpo luteo avaliados
foram citoplasma e nucleo das células
luteinicas, tecido conjuntivo e fibroblastos,
células endoteliais e pericito.

As proporgbes 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 de um microscépio Optico
tradicional. Foram examinados 35 campos,
por lamina, escolhidos ao acaso em
varredura horizontal. Os resultados foram
expressos em porcentagem, sobre um total
de 875 pontos por lamina (Neves e Marques
Junior, 2002). Utilizou-se uma lamina por
corpo ldteo, totalizando 48 l1dminas coradas
em H.E.

3.6 Diametro nuclear médio das
células luteinicas maiores e menores

Das 48 amostras, foram sorteadas
aleatoriamente 18 laminas coradas em H.E.
para a avaliagdo do didmetro nuclear,
totalizando 6 laminas por cada tergo
gestacional. O diametro nuclear médio foi
obtido mensurando-se 20 nlcleos de cada
tipo celular por animal, utilizando a lente
micrométrica Olympus acoplada a ocular de
100x de um microscépio optico, totalizando
um aumento final de 1000x. As médias
finais, foram aplicadas um fator de corregdo
obtido pela escala de wuma lente
micrométrica:

- Régua de escala 0 a 100 (1cm) = 10mm
-1mm = 25um
- Cada divisdo da régua tem 0.1mm = 2,5um

Ex: nacleo medindo 9mm x 2,5um = 22,5
pm

3.7 Avaliacdo estatistica

@) delineamento experimental foi
inteiramente casualizado e todas as variaveis
aferidas no estudo foram analisadas com o
auxilio do software estatistico SAEG®. Os
resultados obtidos foram submetidos ao teste
Lilliefors para verificacdo de normalidade e
a andlise de variancia (ANOVA),
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apresentados sob a forma de média
aritmética e desvio-padrdo e submetidos a
comparagdo de médias por meio do célculo
da diferenca minima significativa (DMS).
Para as varidveis citoplasma das células
luteinicas, tecido conjuntivo e didmetro
nuclear, as médias foram comparadas pelo
teste t-Student. As varidveis nucleo e células
endoteliais foram submetidas ao teste de
Fisher, devido ao alto coeficiente de
variagdo. O nivel de significancia
estabelecido foi de 5 % (Sampaio, 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacdo macroscopica

Do total de animais avaliados, a média do
tamanho dos conceptos foi de 42,27cm de
comprimento apico-caudal. O primeiro terco
de gestacdo com 11 animais avaliados
apresentou média de 13,59cm de tamanho
do concepto, o segundo terco com 20
animais apresentou média de 39,75cm e o
terceiro terco com 17 animais teve média de
64,55cm.

A frequéncia do corpo lGteo foi maior no
ovério direito (Tab. 1), semelhante ao
encontrado por Megale e Couto (1959),
Vianna et al. (1999) e Ramos et al. (2008),
mas diferente de Neves et al. (2002) que
encontrou 53% dos corpos lGteos no corno
esquerdo e 47% no direito. Esses achados
ainda ndo foram esclarecidos de forma
definitiva, portanto sobre os mesmos pairam
muitas especulacdes.

Tabela 1. Frequéncia do corpo lateo (CL) nos
ovarios esquerdo e direito de vacas Nelore
gestantes

Localizagéo do CL Frequéncia do CL
28 (58,33%)

20 (41,66%)

Ovério direito

Ovério esquerdo

4.2 Avaliacdo histolégica do corpo
[ateo

O ovério apresentava-se revestido por um
epitélio simples cubico que estava apoiado
sobre o estroma ovariano (Fig. 2A). Logo
abaixo deste epitélio ha uma camada de
tecido conjuntivo denso, a tunica albuginea
(Fig. 2A). O estroma era formado por tecido
conjuntivo  frouxo, fibroblastos, fibras
colagenas e um grande nimero de vasos
sanguineos e linfaticos. Ele se apresentava
repleto de foliculos ovarianos em varios

graus de desenvolvimento e corpos lGteos
em diversos momentos fisiologicos (Fig.
2E). Em algumas laminas, foi possivel
observar com maior clareza a presenca de
células musculares lisas no estroma ovariano
que, segundo Hafez e Hafez (2004), estdo
relacionadas com o processo de ovulacao.

O tecido conjuntivo presente no estroma
ovariano circundava o corpo luteo,
apresentando-se  denso com  grande
guantidade de fibroblastos e vasos
sanguineos, emitindo septos para o interior
do CL (Fig. 2B, C e D).

O corpo lateo era constituido na sua maioria
por células esteroidogénicas. No entanto, a
classificagdo precisa destas células ndo foi
possivel, devido a metodologia utilizada
neste trabalho. Segundo Niswender e Nett
(1994) uma melhor distingdo destas células
pela microscopia Optica seria possivel
atraves de cortes do tecido luteal na
espessura de 1um corados com azul de
toluidina. Diante disso, as células luteinicas
maiores e menores foram identificadas
através da observagcdo das caracteristicas
estruturais destas células, de acordo com a
descricdo de Sawyer (1995) e Fields e Fields
(1996). As células luteinicas maiores foram
classificadas pelo seu formato esférico ou
poliédrico, citoplasma grande, nicleo grande
circular centralizado com nucléolo distinto.
As células menores estavam compactadas,
entre as células maiores, e foram
identificadas por seu formato estrelado
(irregular), ndcleo irregular (forma de taca),
citoplasma menor, menos corado comparado
com a célula luteinica maior (Fig. 3A e 3B).

Foram observados fibroblastos por todo o
tecido luteal, entre as fibras colagenas, e
contornando as células luteinicas. Estes
fibroblastos apresentavam-se como células
menores de citoplasma irregular, nucleo
claro e grande, podendo ser ovoide ou
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alongado (Fig. 3A). De acordo com Fields e
Fields (1996), os fibroblastos séo as células
mais comuns do tecido conjuntivo e
responsaveis pela formacdo das fibras e do
material intercelular amorfo.

O corpo lateo € uma estrutura altamente
vascularizada. O fluxo sanguineo vem da
artéria ovariana, passa pela arteriola aferente
gue se ramifica dando origem a outras
arteriolas de varios tamanhos e aos capilares
sinusoides (Yamada et al., 1995). Estes
capilares estavam distribuidos por todo o
tecido luteal, sendo que a maioria das
células esteroidogénicas pareciam estar
justapostas por um capilar sanguineo (Fig.
3D). Também foi observado a presenca de
arteriolas maiores e menores distribuidas
pelo CL (Fig. 3C). Esta alta vascularizagéo
do CL justifica-se devido a sua grande
demanda metabdlica e, segundo Wiltbank
(1994), o fluxo sanguineo para o CL é maior
gue para qualquer outro tecido, sendo de 65
a 95% durante o diestro.

Em alguns corpos luteos avaliados, foi
observada uma cicatriz que se localizava na
regido central do tecido. Essa cicatriz era
formada por tecido conjuntivo frouxo, vasos
sanguineos e linfaticos (Fig. 3E e F).
Segundo Junqueira e Carneiro (2008), apés a
ovulacdo, um pouco de sangue pode fluir
para a cavidade do antro folicular e, ao
mesmo tempo, ocorrer uma invasdo de
tecido conjuntivo originario do estroma
ovariano. O coagulo ¢é gradualmente
substituido e, juntamente com o tecido
conjuntivo, permanece no interior do corpo
luteo formando uma cicatriz central, a qual
aparentemente ndo interfere com a atividade
fisioldgica do corpo liteo.

Ao serem analisadas as laminas coradas com
Tricromico de Gomory, algumas mostraram
granulos densos, corados em vermelho,
agrupados no citoplasma das células luteais
esteroidogénicas maiores (Fig. 5) e que ndo
foram encontrados nas células luteais
esteroidogénicas menores. Esses granulos

ndo tinham um padrédo de ocorréncia entre os
tercos de gestacdo, sendo observados em
todos os estadios, com maior ocorréncia no
final do segundo terco e durante o terceiro.
Diante deste achado, foram realizadas
coloragbes histoquimicas especiais na
tentativa de identificacdo do tipo de granulo
presente nas células. O primeiro corante
utilizado foi o Periodic Acid Schiff Reaction
(PAS), utilizado para identificar glicogénio,
glicoproteinas e proteoglicanos. A reacdo €
considerada positiva quando a regido se cora
de pdrpura ou magenta. Durante a analise
das laminas, ndo foi observada reacdo
positiva dos granulos nas células luteinicas
maiores, sendo considerada uma reagdo
negativa ao PAS (Fig 6 A e B).

Posteriormente, foi utilizado o corante
Xylidine Ponceau na tentativa de se
identificar a presenca de proteinas nos
granulos das células. A reacéo é considerada
positiva quando a regido se cora de
vermelho alaranjado. Ao analisar as laminas,
observamos a presenca de grande quantidade
de granulos corados de vermelho alaranjado
no citoplasma das células luteinicas maiores,
indicando que a coloragdo foi positiva para
proteina (Fig. 6 C e D).

Segundo Fields e Fields (1996), as células
maiores do corpo liteo possuem granulos no
citoplasma que estdo relacionados com sua
alta capacidade de sintetizar proteinas e que
também as diferem das células menores.
Algumas proteinas como a oxitocina,
relaxina, metaloproteinases 1 e 2 e as
apolipoproteinas E e A-1 foram identificadas
nos granulos das células, sendo que a
oxitocina e as metaloproteinases estdo
envolvidas na lutedlise e remodelacéo
tecidual. Fields et al. (1992), descreveu que
estes granulos secretorios estdo presentes em
grande quantidade no 2° terco de gestagéo e
comegam a diminuir consideravelmente no
terceiro tergo. Neste experimento, a
ocorréncia destes granulos ndo apresentou
um padrdo, sendo observados em todos os
tercos de gestacdo apresentando, portanto,
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uma resposta individual. N&o foi encontrado,
na literatura, explicacdo para tal achado e
nem porque o corante Tricromico de
Gomory foi capaz de corar os granulos
presentes nas células. Podemos relacionar a
ocorréncia dos granulos com a reducdo das
células esteroidogénicas observadas também
desde o inicio da gestacdo, ja que a presenca
destes grénulos podem estar relacionados
com o processo de luteolise.

Comparando a histologia do corpo liteo, nos
3 tercos de gestacdo, observou-se que as
caracteristicas morfolégicas das células
esteroidogénicas luteais ndo se alteram.
Entretanto, foi observado um aumento de
tecido conjuntivo, fibroblastos e matriz
extracelular, a medida que se aproximava do
final da gestacdo, sendo mais pronunciado a
partir dos 190 dias de gestacdo. Células em
degeneragdo foram observadas em todos 0s
tercos de gestacdo, porém com maior
intensidade no final do 3° terco (Fig. 4E, F).

4.3 Proporcdo volumétrica do corpo
luteo

Os valores médios da proporgdo volumétrica
dos constituintes do corpo lGteo estdo
compilados na Tab. 2.

Os  resultados  mostraram  diferenca
significativa para citoplasma e nucleo das
células maiores e menores, nos trés tercos de
gestacdo (P<0,05).

Ainda, mostraram  consisténcia, na
diminuicio a cada terco das CCL,
comparando-se com o encontrado para NCL,
0 que demonstra a coeréncia do método
utilizado. Estes resultados revelam uma
redugdo das celulas esteroidogénicas,
observada desde o primeiro terco de
gestagdo, embora com menor intensidade em
relacdo ao Ultimo ter¢o. Segundo Fields e
Fields (1996), somente ap6s os 200 dias de
gestacdo, € que se observa um elevado
declinio das células esteroidogénicas, devido
ao processo de lutedlise. Embora a apoptose
das células luteinicas observada, neste
experimento, aparentemente ndo interfira na
atividade minima do CL para manter a
gestacdo, estudos S0 necessarios para
verificar se este tipo de evento ocorre
também no animal ndo gestante. O futuro
entendimento  desse evento fisioldgico
poderia contribuir para o desenvolvimento
ou ampliacdo e refinamento de métodos
utilizados em biotecnias reprodutivas, que
demandam o controle do corpo lGteo em
zebuinos, na busca de terapéutica de
individuos ou para incrementar a
produtividade do rebanho.

Tabela 2. Médias e desvios-padrao da proporcéo volumétrica (%) do citoplasma das
células luteinicas (CCL), nlcleo das células luteinicas (NCL), células endoteliais e
pericito (CE e P) e tecido conjuntivo e fibroblastos (TC e F) do corpo IGteo de vacas
Nelore gestantes no primeiro (0-100), segundo (100-180) e terceiro (180-280)

trimestre de gestacdo.

Periodo de gestacao CCL NCL CEeP TCeF
0-100 549+63*  10,0+3,0° 1,7+11° 29,3+7,4°
100-180 48,7 + 6,6 6,8 +2,0° 0,2+0,3 40,0 +7,2°
180-270 42,7+ 75° 51+15° 0,1+0,1° 47,7+ 8,0°

NUmeros com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
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Para as células endoteliais e pericito,
verificou-se que h&d uma maior proporgdo
destes no primeiro terco de gestacdo e se
mantendo  estatisticamente  iguais  no
segundo e terceiro tergos.

O processo de angiogénese € muito
importante  para a  formagdo e
desenvolvimento adequado do CL. Segundo
Acosta et al. (2003), o fluxo sanguineo
aumenta, gradualmente, de acordo com o
aumento do volume do corpo liteo e
concentracdo plasmatica de progesterona.

Observou-se um aumento gradativo do
tecido conjuntivo e fibroblastos, com o
avanco da gestacdo (Fig. 4 C e D). Durante o
processo de regressdo, o corpo lGteo passa
por intensas modificacbes estruturais, até a
formagdo de um tecido cicatricial chamado
corpus albicans. Neste processo de

cicatrizacdo, ocorre a proliferacdo de
fibroblastos e deposicdo de matriz
extracelular. Fato que coincide com o
observado na andlise estrutural, apds 190
dias de gestacdo.

As médias do didmetro nuclear das células
maiores e menores ndo tiveram diferenca
entre os trés tercos de gestacdo (Tab. 3). Ao
comparar dois grupos gestantes e nao-
gestantes, Neves e Marques Junior (2006)
ndo observaram diferenca entre eles,
sugerindo que o didmetro nuclear das células
maiores e menores ndo varia com o estadio
fisioldgico reprodutivo do animal.

Tabela 3. Didmetro nuclear médio, em micrémetros (u), das células luteinicas
maiores e menores do corpo liteo de vacas Nelore gestantes no primeiro (0-100),
segundo (100-180) e terceiro (180-280) trimestre de gestagéo.

Periodo de gestacdo

Cel. Lut. Menor

0-100 22,31 +£0,97° 16,35 + 2,03
100-180 21,01 +£1,20° 16,14 + 0,87°
180-270 21,00 +1,98° 15,77 + 0,91°

Numeros com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).
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Figura 2. Fotomicrografias de ovario e corpo liteo de animais Nelore gestantes: A) Epitélio simples clbico (seta),
estroma ovariano (EO) e tdnica albuginea (TA). HE-10x. B,C e D) Tecido conjuntivo presente no estroma ovariano e
emitindo septos para o interior do CL (setas). (B) tricrdomico de Gomory-10x, (C e D) HE-10x. E) Estroma ovariano
(EO) apresentando foliculos em desenvolvimento (setas) e corpus albicans (CA). HE-10x. F) Estroma ovariano (EO)
apresentando nucleo de fibroblastos (seta) e capsula de tecido conjuntivo ao redor do CL (seta em negrito). Tricrdmico
de Gomory-10x. 38



Figura 3. Fotomicrografias do corpo luteo de animais Nelore gestantes: A) 141 dias de gestagdo (2° tergo), destacando
célula luteinica maior (M), célula luteinica menor (m), nlcleo de fibroblastos (seta) e fibroblastos contornando a célula
esteroidogénica (seta grossa). HE-40x. B) 185 dias de gestagdo (2° terco), evidenciando tecido conjuntivo ao redor das
células esteroidogénicas (setas), célula luteinica maior (M) e menor (m) e capilar (cabeca de seta). Tricromico de
Gomory-40x. C) 79 dias de gestacéo (1° terco), destacando grande vascularizagdo do CL com a presenca de arteriolas de
varios diametros. HE-40x. D) 77 dias de gestagdo (1° terco), destacando diversos capilares distribuidos entre as células
esteroidogénicas. HE-40x. E) 160 dias de gestacdo (2° terco), com area de cicatriz central (C) no CL e septos de tecido
conjuntivo (setas). HE-10x. F) 241 dias de gestacdo (3° tergo), também com érea de cicatriz central e evidenciando a
presenca de vasos linfaticos (VL), tecido conjuntivo cicatricial (seta grossa) e células esteroidogénicas (CE). HE-10x.
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Figura 4. Fotomicrografias do corpo liteo de animais Nelore gestantes: A) com 79 dias de gestacdo (1° tergo),
mostrando células esteroidogénicas compactas com pouco espaco intercelular. HE-10x. B) 141 dias de gestagdo (2°
terco), células esteroidogénicas compactas, célula luteinica maior (M) e menor (m) e fibroblasto (seta). HE-40x. C) 261
dias de gestacdo (3° tergo), células esteroidogénicas menos compactas destacando espaco intercelular com aumento de
matriz extracelular (setas), mostrando célula luteinica maior (M) e menor (m). HE-40x. D) 241 dias de gestagdo (3°
terco) apresentando também células esteroidogénicas menos compactas, matriz extracelular (setas), célula luteinica
maior (M) e menor (m), fibroblastos (cabeca de seta) e capilar (c). HE-40x. E) 141 dias de gestagdo (2° terco),
destacando célula em apoptose (seta). HE-10x. F) 119 dias de gestacdo (2° terco), célula em apoptose (seta) e matriz
extracelular (cabecga de seta). HE-40x.
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Figura 5. Fotomicrografias do corpo lGteo de animais Nelore gestantes: A) 3° terco de gestagdo mostrando a presenca de
granulos corados em vermelho em grande parte das células luteinicas maiores do CL. Tricromico de Gomory-5x. B) 3°
terco de gestacdo evidenciando os granulos (setas) presentes nas células luteinica maiores (M) e auséncia de granulos nas
células luteinica menores (m), capilares (cabeca de seta). Tricromico de Gomory-40x. C) 2° terco de gestacdo, célula
luteinica maior com granulos (seta) e célula menor (m), capilares (cabeca de seta) Tricromico de Gomory-40x. D) 2°
terco de gestagdo, células esteroidogénicas com granulos (setas) Tricromico de Gomory-10x.
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Figura 6. Fotomicrografias do corpo lteo de animais Nelore gestantes: A) 202 dias de gestacéo (3° ter¢o) mostrando
células esteroidogénicas do CL sem a presenca de granulos. PAS-10x. B) 234 dias de gestacéao (3° terco) evidenciando
célula luteinica maior (M) e menor (m), podemos observar pouca reagdo do corante com os granulos encontrados na
célula (seta). PAS-40x. C) 202 dias de gestagdo (3° terco), mostrando a presenca de granulos no citoplasma das células
esteroidogénicas. Xylidine Pounceau-10x. D) 202 dias de gestacdo (3° terco), destacando a presenca de granulos no
citoplasma das células esteroidogénicas maiores (setas), capilar (cabeca de seta). Xylidine Pounceau-40x.
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5 CONCLUSOES

A frequéncia do corpo lateo é maior no
ovario direito.

A proporcdo de citoplasma e nicleo de
celulas esteroidogénicas diminui a partir do
segundo terco de gestacdo.

No terceiro terco de gestagdo, ocorre menor
proporgdo de citoplasma e nucleo de células
luteais esteroidogénicas, maior numero de
células em degeneracdo e um aumento da
proporcdo de tecido conjuntivo, fibroblastos
e matriz extracelular, confirmando a analise
histolégica.

As células luteinicas maiores apresentam em
seu citoplasma, granulos secretérios de
contetdo protéico observados em toda a
gestagdo e com mais intensidade durante o
3° terco.

O didmetro nuclear médio das células
luteinicas maiores e menores ndo variou
durante a gestacé&o.

Corpos luteos de até 100 dias apresentam
maior proporcdo para células endoteliais e
pericitos.

6 CONSIDERACOES FINAIS

No conjunto das informacbes até entdo
encontradas na literatura sobre o corpo liteo
e sua fisiologia na raga Nelore, incluindo os
achados relevantes desta  dissertagéo,
verifica-se, ainda, que ha muito caminho a
ser descoberto e percorrido para dar a raca
Nelore, o status de ser melhor conhecida em
sua fisiologia e seu potencial para responder,
com propriedade e ao melhor uso de
biotecnias reprodutivas, no concerto de sua
importancia econdmica inquestionavel.

Mais estudos sdo necessarios para um
melhor entendimento das alteracGes que
ocorrem no corpo lateo gestacional na vaca

Nelore principalmente no que diz respeito a
reducdo da proporcado de células luteinicas
desde o inicio da gestacdo, avaliacdo de
células apoptdticas e andlise da presenca,
ocorréncia e contetdo dos granulos nas
células esteroidogénicas maiores,
encontrados neste experimento.
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ANEXOS
Anexo |: coleta do material no frigorifico

Abate de animais Nelore

{

Obtencdo do Utero e ovarios

¢

Avaliacdo quanto ao ovario de ocorréncia do corpo luteo

¢

Separacdo dos animais gestantes

¢

Classificacdo do periodo gestacional pelo tamanho do concepto

¢

Separacao e identificacdo dos ovarios

¢

Refrigeracdo dos ovarios
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Anexo I1: avaliagdo laboratorial

Limpeza dos ovarios

{

Dissecacdo do corpo luteo

{

Avaliacdo macroscopica do corpo luteo

{

Pré-fixacdo com formol a 10% por no minimo 4 horas

{

Cortes do corpo lateo com 0,5cm de espessura

{

Fixagdo formol a 10%
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Anexo I11: processamento histologico do corpo lateo

Alcool 75% )
Alcool 85%
Desidratacdo =) Alcool 95% > Imersdo por 30 minutos
Absoluto | cada um
Absoluto 11
Absoluto Il
Xilol |
Diafanizacdo ==) Xilol Il Imersdo por 30 minutos
Xilol 11 cada um
Parafina | x :
Impregnagio ==> Parafina Il Icrgggsl?r?] por 30 minutos
Parafina 11l

Inclusdo em parafina

&

Corte dos blocos em micrétomo com 5um de espessura

4

Coloracdo: Hematoxilina e Eosina
Tricromico de Gomory
Periodic Acid Schiff Reaction (PAS)
Xylidine Ponceau

4

Montagem das laminas

4

Leitura das laminas em microscopio optico
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Anexo 1V

1. Mensurag6es do corpo luteo, avaliando sua localizagdo nos ovarios esquerdo
ou direito, submetidas a anlise de variancia referente a tabela 1.

Analise de Variancia

Fontes de variagéo Graus de liberdade
Total (48-1) 47
Tratamentos (3-1) 2
Erro 45

2. Mensuracdes do corpo luteo para avaliagdo da proporcao volumétrica
submetidas a analise de variancia referente a tabela 2.

Analise de Variancia

Fontes de variacio Graus de liberdade
Total (48-1) 47
Tratamentos (3-1) 2
Erro 45

3. Mensuracdes do corpo luteo para avaliagdo do diametro nuclear médio
submetidas a analise de variancia referente a tabela 3

Analise de Variancia

Fontes de variacao Graus de liberdade
Total (18-1) 17
Tratamentos (3-1) 2
Erro 15
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 31/2010, relativo ao projeto intitulado
“Caracteristicas morfoldgicas do corpo liteo de vacas nelore (bos taurus
indicus) ao longo da gestacdo’, que tem como responsavel(is) Antonio de
Pinho Marques Janior , estd(3o) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 12/ 05/2010.

Este certificado expira-se em 12/ 05/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 31/2010, related to the project entitled
“Morphological characteristics of the corpus luteum of nelory cows (bos
taurus indicus) throughout gestation’, under the supervisiors of Ant6nio de
Pinho Marques Juanior, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, a'dopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in May 12, 2010.

This certificate expires in May 12, 2015.

Belo Horizonte, £8.de Maio d¢}2010.
(@ D9 % L

Prof. Humberto Pereira Ofilveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Erasi!
Telefone: (31) 3499-4516
www.ufmg.br/biocticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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