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AVALIAGAO DAS CELULAS LUTEAIS DE FEMEAS TAURINAS (Bos taurus
taurus) E ZEBUINAS (Bos taurus indicus)

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi determinar o niumero de células luteais
bovinas, comparando fémeas taurinas com zebuinas no inicio e final do ciclo
estral. Foram coletados corpos luteos de 16 fémeas sendo 8 taurinas e 8
zebuinas, distribuidas em 4 grupos sendo coletados os ovarios nos dias 3 a 5
(2 grupos: taurino e zebuino) e 16 a 18 (2 grupos: taurino e zebuino) do ciclo
estral. Os corpos luteos foram processados para microscopia éptica e avaliou-
se as células luteais pequenas, grandes e intermediarias, quanto ao numero
celular, didametro, area e perimetro. Os animais taurinos apresentaram maior
quantidade de células luteais pequenas que os zebuinos no inicio do ciclo
estral (p<0,05) e final do ciclo estral (p<0,05). Registrou-se diferenga nos
valores médios do didmetro, perimetro e area das células luteais grandes,
pequenas e intermediarias entre animais taurinos e zebuinos, tanto no inicio
quanto no final do ciclo estral.

Palavras-chave: células luteais, corpo luteo, Bos taurus, Bos indicus.
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LUTEAL CELLS EVALUATION OF Bos taurus FEMALES (Bos
taurus taurus) AND Bos indicus FEMALES (Bos taurus indicus)

ABSTRACT: The aim of this work was to determine the number of bovine luteal
cells comparing Bos taurus females with Bos indicus females at the beginning
and at the end of estrous cycle. Sixteen corpus luteum were collected in eight
Bos taurus cattle and in eight Bos indicus cattle, distributed into four groups.
The ovaries were collected from the third and the fifth days (two groups: Bos
taurus females and Bos indicus females) and from the sixteenth and the
eighteenth days (two groups: Bos taurus cattle and Bos indicus cattle) of the
estrous cycle. The corpus luteum was processed to optical microscopy and the
small, big and intermediate-sized luteal cells were evaluated considering the
number of cells, diameter, area and perimeter. The Bos taurus females
presented a bigger amount of small luteal cells than the Bos indicus females at
the beginning of the estrous cycle (p,0,05) and at the end of the estrous cycle
(p<0,05). The difference in the average values of the diameter, perimeter and
the area of big, small and intermediate-sized luteal cells have been registered
among Bos taurus cattle and Bos indicus cattle, at the beginning and also at the
end of the estrous cycle.

Key words: luteal cells, corpus luteum, Bos taurus, Bos indicus



1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O corpo luteo (CL) participa da maioria dos processos reprodutivos nos
bovinos. Ele é formado apds a ruptura do foliculo ovulatério, tendo como
funcao primaria a produgao da progesterona (P4), que prepara o endométrio
para implantacdo do embrido e manutencdo da gestagdo. Nao ocorrendo a
prenhez, o CL regride permitindo o inicio de um novo ciclo estral (WILTBANK,
1994; SAKAMOTO et al., 1995; MILVAE et al., 1996; MILVAE, 2000; BORGES
& GREGORY, 2003).

O corpo luteo inicia a sua formagado logo apdés a ovulagdo, com a
proliferacdo e luteinizagdo de células provenientes das camadas da granulosa
e da teca do foliculo pré-ovulatério bovino. Tém grande importancia para o
sucesso desejado das biotécnicas da reproducao (BAIRD, 1987; LIMA et al.,
2003), pois através da deteccao desta estrutura e em qual fase do ciclo estral a
fémea bovina se encontra, € que se escolhe o protocolo mais eficiente para se
utilizar na sincronizagao e/ou transferéncia de embrides nos bovinos.

A progesterona, principal secregdo do CL, exerce efeitos biolégicos
importantes no hipotalamo, hipéfise, érgaos reprodutores femininos e glandula
mamaria, controlando a duracdo do ciclo estral e propiciando condi¢oes
uterinas satisfatorias para o desenvolvimento do concepto (SMITH et al., 1994;
WILTBANK, 1998). Desta forma, a secregdo hormonal do corpo luteo participa
da modulagdo da duracéo e regularidade dos ciclos estrais, pelo controle da
ocorréncia de ovulagdes e pela manutencdo da gestagdo. Ocorre sinergismo
com outros horménios produzidos em outros locais tais como hipéfise, placenta
(FSH, LH, PGs).

A avaliagdo do corpo luteo fornece informacdes importantes sobre o
estado reprodutivo da fémea bovina, e possibilita a adequagdo de
procedimentos de manipulagédo ou sincronizag&o do ciclo estral (VIANA et al.,
1999).

E preciso conhecer mais sobre a formacdo do corpo liteo, sobre as
células que o compdem (células luteais esteroidogénicas, fibroblastos e células
endoteliais), sobre a manutencao deste durante o ciclo estral, regressdo e de
toda estrutura fisica que o compbe, para que se possa aplicar as novas



biotecnologias de forma correta, sejam elas protocolos de sincronizagao
(BEAL, 1996) pela aplicacdo de substancias luteoliticas, progestagenos
(BORGES & GREGORY, 2003), gonadotrofinas (BERTAN et al., 2006) e/ou
ainda de protocolos de superovulagédo de fémeas bovinas visando a coleta e

consequente transferéncia de embrides e/ou congelacao.
1.1 — Diferencas entre zebuinos e taurinos

Os bovinos, animais biungulados, sao pertencentes a familia Bovidae,
podendo ser subdivididos em duas subespécies: Bos taurus indicus, originario
da india, Asia e Africa conhecida como zebuina ou indiana e a subespécie Bos
taurus taurus, que € proveniente do continente europeu, sendo conhecida
como taurina ou européia.

Estas duas subespécies compreendem animais de varias ragas com
aptiddo para producéo de leite (gado leiteiro), de carne (gado de corte) ou
ainda para produzir leite e carne (dupla aptidao).

O zebuino € o bovino de corte predominante no Brasil, sendo a raga
Nelore a mais disseminada nos rebanhos. Observam-se diferencas de
adaptabilidade entre as subespécies taurinas e zebuinas no Brasil, tendo maior
resisténcia os zebuinos ao Boophilus microplus encontrados nas pastagens
tropicais que os taurinos (VERISSIMO, 1991; TEODORO et al., 2004);
adicionalmente, diferengas foram relatadas em parametros reprodutivos por
alguns autores, variando de alteragcdes seminais e degeneracdo testicular
(HORN et al., 1997) a estadios de desenvolvimento embrionario (FONSECA et
al., 2001) diferentes respostas a tratamentos superovulatérios (BARUSELLI et
al., 2006).

GALINA et al. (1987) relataram que em animais de ragas zebuinas, os
corpos luteos sd@o considerados mais dificeis de serem detectados pela
palpagao transretal, quando comparados a animais de ragas européias.

J& SEGERSON et al. (1984) descreveram que as fémeas zebuinas
ficam em anestro e podem ocorrer estros anovulatérios durante as estagoes
menos favoraveis. Relataram ainda que a concentracdo de progesterona e
tamanho do corpo luteo de vacas Bos taurus indicus eram menores que em

Bos taurus taurus no verao, quando comparado com o inverno.



1.2 — Ciclo estral

O ciclo estral dos bovinos compreende todos os eventos reprodutivos
que ocorrem entre dois periodos de receptividade sexual (estro) das fémeas
desta espécie (TEIXEIRA, 2000).

O ciclo estral é regulado por mecanismos enddcrinos e neuroendocrinos
principalmente por horménios hipotalamicos, hipofisarios (gonadotrofinas),
esterbides secretados pelos ovarios e a PGF2a secretada pelo utero, sendo
caracterizado por crescimento e regressao de foliculos ovarianos e do corpo
luteo. O hipotdlamo secreta GnRH e tém a fungdo de estimular a hipéfise na
liberagdo das gonadotrofinas, o FSH e o LH. Estas por sua vez, agem nos
ovarios estimulando o desenvolvimento dos foliculos e ovulagdo. A acao do
FSH e do LH é responsavel pela dissociacdo das células do cumulus e
estimula a secrecao de esterdides ovaricos. A progesterona estimula a acao da
enzima colagenase na parede folicular e o estradiol aumenta o edema da teca.
As prostaglandinas, secretadas pelas células granulosas, também tém efeito
sobre a dissolugdo da parede folicular participando da ruptura do foliculo
(PGF2a) e da transformacdo das células granulosas em células luteinicas
(PGE2). Também ativam o plasminogénio para dar plasmina, a qual esta
envolvida na migragéo celular (PGE) e estimulam as contragdes ovarianas, as
quais facilitam a ruptura folicular (PGF2a) (BAIRD, 1987).

O ciclo estral é composto de quatro periodos, denominados proestro,
estro metaestro e diestro. O proestro € caracterizado pelo inicio da regressao
do corpo luteo e termina do inicio do estro. O estro é caracterizado por
receptividade sexual da fémea, observando-se rapido desenvolvimento do
foliculo sob acao do estrégeno; tém duracdao média de 18 horas nas fémeas
bovinas. Segue-se a esta fase o metaestro, ocorrendo a ovulagdo 12 horas
apos o fim do cio. Esta fase dura de 3 — 4 dias, sendo o periodo inicial de
desenvolvimento do CL, onde ocorre diminuigcao das secregbes das glandulas
do utero, cérvix e vagina. O diestro é a proxima fase, caracterizada pela
atividade do CL, durando normalmente doze dias, terminando com a regressao
do CL. A ovulagao ocorre no metaestro sendo que o CL comega a se organizar

e secretar progesterona (horménio responsavel por manter a gestagéo). O CL é



regulado pelo LH e regride na presenca da prostaglandina F2a. Encontra-se
com maior freqiiéncia de duas a trés ondas foliculares durante o ciclo estral.
Estas se repetem na maior parte da vida reprodutiva das fémeas bovinas. O
ciclo estral pode ter algumas diferencas acompanhando as variagdes no
numero de ondas por ciclo (BAIRD, 1987; TEIXEIRA 2000).

1.3 — Ovarios

Os ovarios sao 6rgaos pares situados na cavidade abdominal com o
tamanho variando entre as espécies. Nos bovinos estas gbnadas sao
geralmente ovais e suas caracteristicas morfolégicas variam em funcdo do
estadio reprodutivo, da fase do ciclo estral e do periodo de gestagdo em que a
vaca se encontra (NASCIMENTO et al., 2003; CHACUR et al., 2006).

Os ovarios sao divididos nas regides cortical e medular, sendo que a
cortical é coberta por epitélio superficial denominado epitélio germinativo. A
regido medular € composta de tecido conjuntivo fibroelastico, grandes vasos
sanguineos, linfaticos e nervos. O cortex contém células intersticiais, elementos
do estroma e numerosos foliculos ovarianos e/ou corpos liteos em varios
estadios de desenvolvimento (BANKS, 1991; HAFEZ & HAFEZ, 2004;
CHACUR et al., 2006).

Os foliculos ovarianos se desenvolvem sob influéncia do horménio
hipofisario foliculo estimulante (FSH), se luteinizam sob agdo do horménio
luteinizante (LH) e liberam o odcito recoberto por células da corona radiata,
sobrepostas por células da granulosa (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

No processo de ovulagdo as regides remanescentes do foliculo ndo
degeneram, mas sofrem alteragdes pronunciadas que conduzem a formagao
do corpo luteo. Ha& um processo de proliferagcdo das células da granulosa, que
preencherdo a luz residual (BANKS, 1991).

1.4 — Ovulacao e Corpo Luteo (CL)
A ovulagao ocorre como resultado de uma interacdo dinamica entre a

onda de LH e fatores locais ovarianos incluindo esterdides, prostaglandinas e
peptidios (ACOSTA & MIYAMOTO, 2004).



A onda de LH propicia mudancas estruturais e bioquimicas que
culminam com a ruptura do foliculo pré-ovulatério e desenvolvimento do corpo
luteo (SCHAMS & BERISHA, 2004; ROBINSON et al., 2006). O corpo luteo
(CL) é um érgao endécrino transitorio que tém um papel vital na regulagao do
ciclo estral, fertilidade e manutencdo da prenhez (RODGERS et al., 1988;
MILVAE et al.,, 1996; OKUDA et al., 2001; SCHAMS & BERISHA, 2004;
CHOUDARY et al., 2005).

Localizado na regiao cortical do ovario, o CL secreta progesterona (P4) e
estrdgenos, que atuam sobre a mucosa uterina, estimulando a secrecao de
suas glandulas. Além disso, a progesterona impede o desenvolvimento dos
foliculos ovarianos e a ovulagcao (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

O CL é formado pelas células das camadas da granulosa e da teca do
foliculo rompido na ovulagéo, sob estimulo de um pico pré-ovulatério de LH
(MILVAE et al., 1996), sendo rapidamente invadido por vasos sanguineos que
ficam disseminados entre células da granulosa e da teca (BAIRD, 1987;
MILVAE et al., 1996; KOBAYASHI et al., 2002). O processo de luteinizagao é
caracterizado por extenso tecido remodelante, angiogénese, crescimento e
diferenciagao celular, além de repetidas mitoses de células esteroidogénicas
(DAVIS et al., 1996; PATE, 1996; ACOSTA & MIYAMOTO, 2004; ROBINSON
et al. 2006). A hemorragia que acompanha a ovulagdo formara um coagulo, o
corpo hemorragico, que sera invadido por células do estroma e por vasos que
removera o coagulo, resultando na deposicdao de fibras reticulares e
transformagéo das células luteais formando o corpo luteo (BANKS, 1991).

O CL é uma glandula endécrina ovariana transitéria, sua meia-vida €
variavel de espécie para espécie, variando entre 12 e 21 dias. A variagdo na
concentracdo sanguinea de progesterona durante as fases luteais, reflete os
sucessivos estagios de crescimento, manutencdo e regressdo do CL
(LEYMARIE & MARTAL, 1993; AROSH et al., 2004; ROBINSON et al., 2006).

Durante todo o processo de surgimento, crescimento e regressao,
O’'SHEA et al. (1989) e FIELDS & FIELDS (1996) estimaram que mais de 50%
das células do corpo luteo bovino sdo células ndo esteroidogénicas, tais como
células endoteliais, fibroblastos e outros tipos celulares, como pericito de vasos
sanguineos e linfaticos, e células de defesa como macréfagos, linfocitos e

eosinofilos; estrutura esta semelhante ao que ocorre no corpo luteo de ovino



(RODGERS et al., 1984) e da mulher (LEI et al., 1991), apesar destas células
representarem menos de 20% do volume do corpo luteo.

Alguns autores (PARRY et al, 1980; O’'SHEA et al, 1989; WILTBANK,
1994) verificaram que esses dois tipos celulares sao responsaveis por até 80%
do volume do CL, sendo desta forma responsaveis pela producdo da
progesterona e de outros hormonios como a oxitocina. MILVAE et al. (1991)
demonstraram essa importancia retirando 60 — 90% das células da granulosa
(precursora de luteais grandes) do foliculo pré-ovulatério, resultando em
reducéo de 80% da progesterona circulante. WEBER et al. (1987) e FIELDS &
FIELDS (1996). Relataram maior viabilidade de células luteais grandes em
fémeas bovinas gestantes do que em animais ndo gestantes, isto devido a
transformacéao das luteais pequenas em grandes.

1.5 — Células luteais

Quanto a esteroidogénese, o CL possui dois tipos de células luteais
esteroidogénicas que podem ser diferenciadas pelo tamanho, as pequenas
(variando de 10 a 20 um) sendo derivadas da camada da teca interna e as
grandes (25 um) derivadas da camada da granulosa e também das células
luteais pequenas (MILVAE et al., 1996; FIELDS et al., 1992; FIELDS & FIELDS,
1996; HANSEL & BLAIR, 1996; PATE, 1996) durante as fases do ciclo estral.

O aumento no peso do corpo Iuteo é devido ao aumento no tamanho das
células luteais (hipertrofia) que no numero destas células. ROBINSON et al.
(2006) relataram que o diametro das células luteais pequenas nao € afetado
pela idade do CL, enquanto que o tamanho da célula luteal grande aumentou
do quinto ao oitavo dia, respaldando a hipétese que as grandes células luteais
sofrem hipertrofia durante o desenvolvimento inicial do CL. Contudo, o numero
de células dentro do CL é similar ao verificado no foliculo pré-ovulatério
(BAIRD, 1987).

REDMER et al. (1991) afirmaram que a populacdo de células luteais
pequenas tém contato-dependente através das juncdes do tipo "gap" entre

elas, e entre luteais pequenas e grandes, porém a comunicagao entre células



grandes nao foi detectada. A taxa de comunicagao pode ser influenciada por
varios hormdnios (PGF2a e LH).

WEBER et al. (1987) e FIELDS & FIELDS (1996) descreveram as
caracteristicas ultra-estruturais das células luteais, demonstrando que as
células pequenas tém nucleo em formato de taca, membrana com superficie
lisa e alguns microvilos, reticulo endoplasmatico liso em espiral, reticulo
endoplasmatico rugoso e pequena quantidade de mitocéndrias alongadas com
crista tubular, localizada em um arco perto do nucleo, além de possuir um
grande complexo de Golgi e juncdes de adesao entre células luteais pequenas
adjacentes e abundancia de gotas citoplasmaticas lipidicas em todas as fases
do ciclo estral. Ja as células luteais grandes tém nucleo centralizado com maior
numero de mitocondrias esféricas a sua volta, com reticulo endoplasmatico liso
mais desenvolvido e superficie convoluta espalhados pelo citoplasma, além de
nao possuirem juncdes de adesdo entre células luteais grandes adjacentes e
terem abundancia de granulos secretorios organizados em um grande grupo.
Os granulos secretorios presentes em ambas células luteais grandes e
pequenas, podem conter horménios tais como oxitocina, neurofisina, relaxina,
além da progesterona (MILVAE et al., 1996)

A fungéo priméria do CL é a sintese de progesterona, mas ele também
produz uma variedade de outros horménios (OKUDA et al., 2001). O controle
dos hormdnios secretados pelo CL é feito por fatores luteotrépicos hipofisarios,
LH e prolactina, e fatores luteoliticos como a prostaglandina F2a (LEYMARIE &
MARTAL, 1993), endotelina — 1 (MILVAE et al., 1996; CHOUDARY et al., 2005)
e 6xido nitrico (KORZEKWA et al, 2006) que é localmente produzido no CL
durante o final da fase luteal (KORZEKWA et al., 2004).

As células grandes do CL bovino produzem mais progesterona do que
as pequenas, mas as ultimas tém melhor resposta a estimulacdo pelo LH
(HANSEL & BLAIR, 1996; PATE, 1996). Em contrapartida, as células luteais
grandes sao os alvos dos efeitos luteoliticos da prostaglandina F2a. Apesar de
alguns trabalhos citarem que a prostaglandina F2a uterina promove a lutedlise,
o CL possui grande estoque de &cido araquiddnico e concentragdes de
prostaglandinas (PGl,, PGE> e PGF 2a), que séo altas no inicio da fase luteal,

sugerindo que a PGF2a produzida no CL possa estar envolvida no processo de



regressao deste. Desta forma, existem evidéncias que maior produgdo de
PGF2a, estimulara maior secrecao de oxitocina pelo hipotalamo e pelas células
luteais grandes (ABDELGADIR et al., 1987, HANSEL & BLAIR, 1996)
acelerando o processo de lutedlise. Sabe-se ainda que a PGF2a causa
aumento rapido no fluxo sanguineo para o ovario (ACOSTA et al., 2002;
MYAMOTO et al.,, 2005) e dispara a expressdao da Endotelina-1 (ET-1); a
Endotelina-1 atuara como mediadora da agédo antiesteroidogénica da PGF2a.,
pela diminuicdo de receptores para PGF2a e aumentando o ndmero de
receptores para ET-1, que inibird a secrecao de progesterona (MAMLUK et al.,
1999; WRIGHT, et al., 2001; CHOUDARY et al., 2005).

Ha estudos descrevendo as diferencas entre células luteais pequenas e
grandes assim como origem, secre¢cdo enddcrina, e caracteristicas
microscépicas destas células (ABDELGADIR et al., 1987; FIELDS & FIELDS,
1996; HANSEL & BLAIR, 1996; MILVAE et al., 1996). Outros tém analisado
qguantitativamente o nimero de células luteais do corpo luteo (CL) da mulher no
inicio, meio e final do ciclo menstrual, comparando com o CL da fémea bovina
(LEI et al., 1991) e da ovina (RODGERS et al., 1984). Outros descrevem a
proporgao de células luteais grandes e pequenas no corpo luteo em bovinos
(CHEGINI et al., 1984; O'SHEA et al.,, 1989). Adicionalmente, ha relato
mostrando as caracteristicas morfoldgicas das células luteais grandes em
fémeas gestantes e ndo gestantes (FIELDS et al., 1992). Porém, ndo ha
registro na literatura de possiveis diferengas da analise quantitativa das células
luteais em fémeas bovinas taurinas (Bos taurus taurus) e zebuinas (Bos taurus
indicus) no inicio e final do ciclo estral.



2 - OBJETIVOS

2.1 — Gerais

3.1.1 — Verificar se ha diferencas entre os corpos liteos de fémeas taurinas e
zebuinas quanto ao aspecto morfolégico.
3.1.2 — Verificar se ha diferengas no nimero de células luteais entre fémeas

taurinas e zebuinas.

2.2 — Especificos

3.2.1 - Quantificar as células luteais grandes e pequenas entre as subespécies
Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, no inicio (3 — 5 dias) e no final (16 — 18
dias) do ciclo estral.

2.2.2 - Identificar possiveis diferencas ultra-estruturais de organelas
citoplasmaticas das células luteais (grandes e pequenas) de corpos luteos de

fémeas taurinas e zebuinas durante o inicio e final do ciclo estral.

2.3 — Hipotese

Ha diferencas quantitativas entre células luteais grandes e pequenas, no
inicio e final do ciclo estral. Estas diferencas estdo presentes, principalmente,
guando se compara animais da sub-espécie Bos taurus taurus e Bos taurus

indicus.
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1 — Locais do experimento

O estudo foi desenvolvido nas fazendas Nova Granada, no municipio de
Uberlandia — MG e Nossa Senhora Aparecida, Jaboticabal - SP, no periodo de
janeiro de 2005 a fevereiro de 2006, onde as fémeas foram selecionadas,
sincronizadas e observadas quanto a ocorréncia de estro.

As andlises laboratoriais foram feitas no Laboratério de Histologia, do

Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

3.2 — Animais

No presente estudo, foram utilizadas 16 fémeas bovinas, sendo 8
taurinas (Bos taurus taurus) da raga Holandesa (variedade preta e branca) e 8
zebuinas (Bos taurus indicus) da raga Nelore, aptas a reprodugao, com idade
variando entre 4 e 7 anos (tendo parido pelo menos uma vez).

As fémeas foram divididas em 4 grupos de 4 individuos, sendo 2 grupos
para taurinos e 2 grupos para zebuinos:

- Grupo A - Zebuinos cujo CL foi coletado entre os dias 3 e 5 do ciclo estral.
- Grupo B - Taurinos cujo CL foi coletado entre os dias 3 e 5 do ciclo estral.
- Grupo C - Zebuinos cujo CL foi coletado entre os dias 16 e 18 do ciclo estral.
- Grupo D - Taurinos cujo CL foi coletado entre os dias 16 e 18 do ciclo estral.

3.3 — Manejo e nutricao

As fémeas zebuinas foram criadas extensivamente em pastagem
predominantemente de Brachiaria decumbens, com suplementacao mineral e
agua natural ad libitum nos pastos. Ja as fémeas taurinas eram criadas em
regime de manejo semi-intensivo, ficando logo apds as ordenhas confinadas
em estabulo, com alimentacao a base de silagem, e soltas outra parte do dia
em pastagens de Brachiaria decumbens, no periodo da tarde apods a
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alimentacado fornecida logo apdés a segunda ordenha, sendo recolhidas ao
estabulo no final do dia.

3.4 - Sincronizacao do estro

As fémeas tiveram o ciclo estral sincronizado pela aplicagédo de 2 mL do
hormdnio Prostaglandina PGF2a (Sincrocio® — Laboratérios Ouro Fino) por via
intra-muscular, apdés palpacao e identificacdo do CL por via transretal. Duas
fémeas zebuinas a palpacao nao tinham CL, ndo sendo necesséria a aplicagao
de luteolitico, tendo as mesmas cio natural dois dias apds a palpacao. Estas
fémeas faziam parte do grupo C. Adotou-se como dia zero, aquele em que as
fémeas exteriorizaram o estro. Para os grupos A e B, os ovarios foram colhidos
entre os dias 3 e 5 apds o estro. Para os grupos C e D os ovarios foram obtidos
entre os dias 16 a 18 apds o estro.

3.5 — Obtencao dos corpos luteos

Os ovarios foram colhidos de dois animais do grupo A, no Hospital
Veterinario da FCAV —UNESP — Jaboticabal por ovariotomia, pela laparatomia
lateral na altura da fossa paralombar esquerda, feita com os animais em pé,
com anestesia e procedimentos cirlrgicos segundo a técnica descrita por
TURNER & McILWRAITH (1985). Os ovarios dos outros 2 animais do grupo A
e dos animais dos grupos B, C e D foram colhidos apds abate dos animais no
frigorifico Mataboi de Araguari - MG. Apoés a retirada dos ovarios, 0s corpos
liteos foram separados dos ovérios e divididos ao meio com lamina para bisturi
numero 4, sendo metade para andlise em microscopia éptica e a outra metade
para andlise em microscopia eletrénica. Os CLs foram obtidos por um tempo
maximo de 15 minutos, uma vez que a autdlise sofrida por esta estrutura inicia-
se rapidamente. Para microscopia éptica, a metade foi fixada em formol a 10%
tamponado e a outra foi fixada em solugéo de glutaraldeido a 3%, tamponado
em solucao de fosfato de sédio 0,1 M (pH = 7,2) por um periodo de 24 horas e
depois conservada em solugao tampao.
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3.6 — Processamento do material para microscopia de luz

As metades dos corpos luteos fixadas em formol a 10%, apds 48 horas,

foram processadas segundo a técnica histologica de rotina, que consiste em:

A- Desidratagdo- Os fragmentos foram deixados por 1 hora , em cada
frasco contendo alcool em concentragcbes crescentes: 85%, 95%, absoluto I,
absoluto I, absoluto Ill.

B- Diafanizagdo- Os fragmentos eram retirados do ultimo frasco com
alcool absoluto Il e transferidos para trés frascos contendo o solvente xilol por
30 minutos, substituindo o alcool e permitindo a penetracéao de parafina fundida
na pega.

C- Inclusdo- Apos a bateria de xilol, os fragmentos foram transportados e
submersos em parafina fundida mantidas em estufa a 56°C. Os fragmentos
passaram por 3 banhos de parafina, cada um com duracdo de 1 hora. Em
seguida, procedia-se a inclusao propriamente dita, derramando-se numa forma
de papel, parafina a 56°C. As pecas eram arranjadas no molde de parafina,
deixando esfriar a temperatura ambiente para a formagao do bloco.

D- Corte- Cortes na espessura de 5 micrometros foram obtidos com o
auxilio de um micrétomo e distendidos em banho-maria. A “pescagem”
consistia em mergulhar a lamina com pinceladas de albumina na parte central
do banho-maria, fixando o corte a lamina. A secagem das laminas foi procedida
em estufa para fusdo da parafina impregnada no tecido.

E — Desparafinizagdo — As laminas preparadas eram mergulhadas em
xilol, fazendo 3 passagens, 1, 2 e 3, por 15 minutos, 4segundos e 4 segundos,
respectivamente.

F — Hidratacao — Ap6s 3 passagens no alcool absoluto por 10 minutos, 4
segundos e 4 segundos respectivamente e, em seguida, por passagens em
alcool 95%, 85% e 70% por 4 minutos. Apds, as laminas eram lavadas em
agua corrente por 5 minutos e agua destilada por 5 minutos.

G — Refixagdo em Bouin

H — Coloragdo em Hematoxilina e Eosina — Corar com hematoxilina por
2 minutos, lavar em agua corrente por 10 minutos, corar com eosina por 1

minuto, passar em agua acética a 1% por 1 minuto.



13

| — Desidratacdo em Alcoois — desidratar em alcool absoluto, por 3
vezes, cada uma de 5 minutos.

J — Diafanizagdo em Xilol — duas passagens por xilol, cada uma de 5
minutos.

K — Montagem — Era feita colocando-se uma gota de Balsamo de
Canada sobre o corte e, posteriormente, uma laminula sobre a lamina e
comprimida de modo a espalhar o bdlsamo em fina camada entre a 1amina e

laminula.

Todos os cortes histoldgicos foram analisados por imagens digitalizadas
obtidas em microscépio Olympus Trinocular BX40 acoplado a camera Olympus
Oly-200, ligada a um computador PC por meio de placa digitalizadora Data
Translation 3153.

3.7 — Contagem do numero de células luteais

Em cada corte histologico foi realizada a contagem de células luteais
grandes e pequenas, determinando-se a propor¢ao entre elas e a quantidade
de cada uma por micrometro quadrado (um?®. Foi realizada ainda a
mensuragdo da area, perimetro e didmetro, das células luteais grandes,
pequenas e intermediarias. Classificou-se como células luteais grandes
aquelas com diametro acima de 25um, células luteais pequenas com diametro
entre 10 a 20um (utilizando classificagdo empregada por FIELDS et al., 1992;
FIELDS & FIELDS, 1996; HANSEL & BLAIR, 1996; MILVAE et al., 1996; PATE,
1996). Na contagem das células luteais grandes e pequenas verificou-se que
algumas células luteais tinham caracteristicas tanto de uma quanto da outra.
Adotou-se entdo que estas células que continham caracteristicas dos dois
grupos seriam denominadas como células luteais intermediarias, com diametro
entre 20 a 25um. Para a realizacdo destas mensuragbes foi utilizado o
programa HL Image 97 (Western Vision Software). Foram analisadas sete
laminas de cada animal, sendo que destas foram analisados seis campos, em

formato de “X” e foram obtidas as médias para cada animal.
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3.8 — Processamento do material para microscopia eletrénica

Para a microscopia eletrénica, foram colhidos fragmentos de corpo luteo
de quatro animais de cada grupo (4 animais taurinos e 4 zebuinos para o inicio
e final do ciclo estral) .

Os fragmentos foram fixados em solucdo de glutaraldeido a 3%,
tamponado em solugao de fosfato de sddio 0,1 M (pH = 7,2) por um periodo de
24 horas. A seguir o material foi lavado em tampao fosfato (0,1 M - pH = 7,2),
trés vezes por 15 minutos.

O material foi pés-fixado em solugéo de tetréxido de ésmio a 1% mais
ferrocianeto de potassio 1,25% por um periodo de 60 minutos. Posteriormente,
o material foi submetido a desidratacdo em série crescente de graus de alcoois
e O0xido de propileno e incluido em resina Epon-812, sendo a seguir realizados
cortes ultrafinos.

Os cortes entdo foram contrastados com acetato de uranila,
permanecendo por 45 minutos em estufa a temperatura de 37° C, em seguida
foi contrastado pelo citrato de chumbo, permanecendo no mesmo por 30
minutos em temperatura ambiente, como descrito por WATSON (1958) e
VENABLE & COGGESHALL (1965).

Posteriormente, os cortes foram analisados e documentados com
auxilio de eletronmicrografias obtidas em microscépio eletrénico Zeiss EM-109
da Universidade Federal de Uberlandia — MG.

3.9 — Analise estatistica dos dados

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 12
tratamentos, 4 repeticdes num esquema fatorial 2 x 2 x 3 (com 2 subespécies —
taurinas e zebuinas, 2 épocas de colheitas — 3 a 5 dias e 16 a 18 dias, 3
tamanhos celulares — grandes, pequenas e intermediarias).

Os dados obtidos foram processados pelo programa S-Plus 2000
Professional for Windows, Release 3 da Math. Soft. Inc., e submetidos a
andlise de distribuicao pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Como nas variaveis

analisadas nao foi obtido nenhum parametro com distribuicdo normal, as
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médias obtidas de cada lamina foram testadas pelo teste ndo paramétrico de
Wilcoxon-sum 5% de probabilidade de erro.



4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira coleta todo o material perdeu-se devido a demora em
dissecar e separar o corpo luteo do ovario. Sendo assim, coletou-se todo
material novamente, porém nesta segunda coleta, devido a rapidez com que 0s
corpos luteos entram em autdlise logo apds os ovarios serem retirados dos

animais, todos os corpos luteos (CLs) foram coletados até 15 minutos apos os

animais serem abatidos, para que ndo houvesse comprometimento celular.

Os valores médios dos numeros de células luteais, estdo compilados na
Tabela 1:

Tabela 1 - Valores Médios e desvio padrao do numero de células

luteais/10*um? em corpos luteos de fémeas zebuinas e taurinas no inicio

(3 — 5 dias) e no final do ciclo estral (16 — 18 dias).

Animais Células Luteais Células Luteais  Células Luteais Total de Células
Grandes Pequenas Intermediarias Luteais
A1l 2,35+0,72 15,41 + 3,00 1,39 + 1,03 19,15+ 2,70
A2 2,18 + 0,39 7,75 +1,49 0,78 + 0,44 10,71 £1,71
A3 2,18+ 0,61 12,19+ 2,13 1,04 + 0,46 15,41 + 2,62
A4 5,92 + 3,02 16,98 +5,75 8,36 + 5,25 31,25 +5,19
Média 3,16 + 1,84 13,08 + 4,08 2,89 + 3,65 19,13 + 8,79
B1 4,27 +1,70 24,46 + 3,09 2,26 + 0,54 30,99 +4,12
B2 2,78 +1,08 22,72 + 2,31 2,96 +1,77 28,47 + 2,55
B3 3,13+ 0,57 24,81 + 3,36 2,18 +1,12 30,12 + 2,97
B4 2,96 + 0,54 18,37 £ 2,48 1,83 + 0,55 23,15+2,08
Média 3,29 + 0,67 22,59+ 2,96 2,31 +0,47 28,18 + 3,51
C1 2,70 + 0,96 27,25 +2,87 1,92 £ 0,79 31,86 +2,52
Cc2 2,52 +0,61 15,24 + 1,38 0,35 + 0,27 18,11 +£1,22
C3 2,61+0,33 17,24 +1,72 0,35 + 0,27 20,20 + 1,80
C4 2,35+0,44 14,10 +1,87 0,17 £ 0,27 16,63 + 1,96
Média 2,55+0,15 18,46 + 6,00 0,70 + 0,82 21,70 + 6,93
D1 3,05 +0,84 25,33 £2,55 1,31 £0,55 29,68 + 2,71
D2 4,01 +1,22 19,41 +2,79 0,52 + 0,57 23,94 +1,60
D3 3,567 +£0,77 14,36 + 0,79 0,26 + 0,29 18,19 + 1,60
D4 3,48 +0,72 17,15+ 1,53 0,43 + 0,39 21,06 + 1,92
Média 3,53+ 0,39 19,06 + 4,66 0,63 + 0,46 23,22 + 4,91
Legenda:

A1, A2, A3 e A4 — animais do grupo A. — fémeas zebuinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).

B1, B2, B3 e B4 — animais do grupo B — fémeas taurinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).

C1, C2, C3 e C4 — animais do grupo C— fémeas taurinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).

D1, D2, D3 e D4 — animais do grupo D—fémeas taurinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).
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Observa-se na Tabela 1, diferencas entre os individuos da mesma
subespécie taurina ou zebuina; entre as subespécies quanto ao numero de
células luteais grandes, pequenas e intermediarias e ainda, no total de células
no inicio e final do ciclo estral. Como houve bastante variagao entre individuos,
mesmo aqueles da mesma subespécie e na mesma fase do ciclo estral, optou-
se por reunir 0s animais de cada grupo e fase do ciclo estral e compor suas
meédias para submeté-las a uma melhor andlise. Esta variabilidade j& tinha sido
relatada por NEVES & MARQUES JR. (2002) trabalhando com corpos luteos
bovinos coletados de ovérios de frigorificos. Sendo assim, as médias dos
animais compiladas na Tabela 1, foram reunidas e constituiram as médias dos

grupos de animais e estdo sumarizadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrio de células luteais/10°um? em
corpo luteos de fémeas zebuinas e taurinas no inicio (3 — 5 dias) e no final
do ciclo estral (16 — 18 dias).

Animais Células Luteais  Células Luteais  Células Luteais Total de Células
Grandes Pequenas Intermediarias Luteais
Grupo A 2,24 +0,10° 11,78 + 3,85% 1,07 £0,31°% 15,09 + 4,23%
Grupo B 3,29 +0,67° 22,59 + 2,96°° 2,31 +0,47°° 28,18 + 3,51°°
Grupo C 2,55+ 0,15%° 18,46 + 6,00%° 0,70 + 0,82*°¢ 21,70 + 6,93*¢
Grupo D 3,53 +0,39°¢ 19,06 + 4,66°° 0,63 + 0,46>%° 23,22 + 4,91%°

%P ®yalores seguidos por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pela analise do Teste de

Wilcoxon rank-sum com (p<0,05).
Legenda:

Grupo A — fémeas zebuinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo B — fémeas taurinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo C —fémeas zebuinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).
Grupo D — fémeas taurinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).

No grupo A, um animal cujo resultado destoava muito dos demais
(animal A4 — Tabela 1), foi retirado da média do grupo para que nao houvesse
comprometimento da andlise do grupo A e consequentemente da analise entre
0S grupos.

Na contagem das células luteais grandes e pequenas verificou-se que
algumas células luteais tinham caracteristicas tanto de uma quanto da outra.

Adotou-se entdo que estas células que continham caracteristicas dos dois
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grupos seriam denominadas como células luteais intermediarias, fato este nao
relatado por outros autores.

Tanto no inicio quanto no final do ciclo estral e independentemente da
subespécie analisada (taurina ou zebuina) observou-se maior quantidade de
células luteais pequenas em relacdo as grandes, sendo que a proporgao entre
elas varia conforme a fase do ciclo estral (inicio ou final), e a subespécie
analisada (zebuina ou taurina) (Figuras 1 e 2).

No inicio do ciclo estral (3 — 5 dias), houve diferenga (p<0,05) entre os
animais taurinos e zebuinos para o numero de células luteais grandes,
pequenas, intermediarias e células totais (Tabela 2), tendo as fémeas taurinas
maior numero de células.

Analisando os animais no final do ciclo estral (16 — 18 dias) observou-se
diferenga (p<0,05) na quantidade de células luteais grandes, onde os taurinos
apresentaram maior quantidade de células luteais grandes que os zebuinos. Ja
para as células luteais pequenas, intermediarias e quantidade de células luteais
totais, ndo houve diferenca entre as subespécies (p>0,05) (Tabela 2).

Comparando as fémeas zebuinas do inicio do ciclo, com as zebuinas do
final do ciclo estral, verifica-se que n&o houve diferenca (p>0,05) entre elas
para células luteais grandes, pequenas, intermediarias e totais. Observando
também, as fémeas taurinas do inicio e comparando-as com as taurinas no
final do ciclo estral, verificou-se que houve diferenga entre elas (p<0,05) para o
numero de células grandes (tendo os animais do final do ciclo, maior nimero
de células grandes que no inicio) e células intermediarias (maior numero de
células no comecgo do ciclo estral). Porém, ndo encontrou-se diferengas entre
elas (p>0,05) para células pequenas e células totais.

Comparando as fémeas zebuinas do inicio do ciclo com as taurinas do
final do ciclo, houve diferenga para as células luteais grandes (p<0,05), tendo
as fémeas taurinas um maior numero que as zebuinas, porém ndo houve
diferenga para células pequenas, intermediarias e totais (p>0,05).

Comparando as fémeas taurinas do inicio do ciclo com as zebuinas do
final do ciclo, houve diferenga para o numero de células luteais grandes
(p<0,05), tendo as fémeas taurinas um maior nimero que as zebuinas, porém

nao houve diferenga para células pequenas, intermediarias e totais (p>0,05).
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Houve um aumento no numero de células luteais pequenas nos animais
zebuinos no final do ciclo estral em relagao ao inicio, fato este ndo observado
nos taurinos, que diminuiram o nimero de células pequenas, apesar de nao ter
diferengca (p>0,05). FARIN et al. (1986) trabalhando com ovinos também
observou aumento no numero de células luteais pequenas sem aumentar o
volume, ja nas células grandes ndo aumentou o0 nimero, porém aumentou o

volume.
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1A

1B

=

Figura 1 — Fotomicrografias de cortes histoldégicos de Corpo Luteo (Coloragéao

HE; Aumento 400x). 1A — fémea zebuina no inicio do ciclo estral (3 —
5 dias) - observando na cabeca de seta preta as células luteais
grandes; cabeca de seta azul - células luteais pequenas; 1B — fémea
taurina no inicio do ciclo estral (3 — 5 dias) - observando na cabeca de
seta preta as células luteais grandes; cabeca de seta azul - células

luteais pequenas.
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2C

2D

Figura 2 — Fotomicrografias de cortes histoldégicos de Corpo Luteo (Coloragao

HE; Aumento 400x). 1C — fémea zebuina no final do ciclo estral (16 —
18 dias) - observando na cabeca de seta preta as células luteais
grandes; cabeca de seta azul - células luteais pequenas; 1D — fémea
taurina no final do ciclo estral (16 — 18 dias) - observando na cabeca
de seta preta as células luteais grandes; cabega de seta azul - células
luteais pequenas.



22

Nos zebuinos, verificou-se aumento no niumero de células grandes e
pequenas no final em relagédo ao inicio do ciclo estral. Contradizendo FISCH et
al. (1989) que estudando o corpo luteo humano, propuseram que células
luteais grandes se transformavam em pequenas durante o ciclo menstrual. Nos
taurinos, neste estudo, verificou-se 0 mesmo para as células luteais grandes,
porém as células pequenas teve reducao no numero, no final do ciclo estral.
Desta forma, pode-se especular que nos taurinos ocorreu uma transformacao
de células luteais pequenas em grandes. A transformagado celular nao
obedeceu a um padrdo nestas duas subespécies. Outros autores relataram
diferencas entre espécies, NISWENDER et al., (1985) trabalhando com ovinos
propuseram que células luteais pequenas poderiam se transformar em células
grandes.

Observando os numeros de células luteais dos corpos luteos descritos,
demonstrados na Tabela 2, obteve-se a propor¢cdo entre elas, conforme

relatado na Tabela 3.

Tabela 3 — Proporcao média entre células luteais pequenas, células
luteais grandes e células luteais intermediarias/10*um? em corpo luteos de
fémeas zebuinas e taurinas no inicio (3 — 5 dias) e no final do ciclo estral

(16 — 18 dias).
Animais Proporcao entre Proporcao entre Proporcao entre
Células Luteais Células Luteais Células Luteais
Pequenas e Células Pequenas e Células Grandes e Células
Luteais Grandes Luteais Intermediarias Luteais Intermediarias
Grupo A 5,241 11,01:1 2,09:1
Grupo B 6,87:1 9,78:1 1,42:1
Grupo C 7,24:1 26,37:1 3,64:1
Grupo D 5,39:1 30,25:1 5,60:1
Legenda:

Grupo A — fémeas zebuinas no inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo B — fémeas taurinas no inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo C — fémeas zebuinas no final do ciclo estral (16 — 18 dias).
Grupo D — fémeas taurinas no final do ciclo estral (16 — 18 dias).

Os resultados mostram que ha maior quantidade de células pequenas

em relagdo as grandes e intermediarias, maior nimero de grandes em relagao
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as intermediarias, no inicio e final do ciclo estral, independemente da
subespécie (taurina ou zebuina). Estes achados corroboram com outros
autores trabalhando com outras espécies (RODGERS et al., 1984; trabalhando
com ovinos e LEI et al., 1991; com humanos). Porém, ndo condizem com os
achados por Lei et al. (1991) que trabalhando com taurinos observaram maior
quantidade de células pequenas no inicio, no meio do ciclo estral e na prenhez,
porém no final do ciclo estral, o nimero de células grandes era maior que o de
pequenas.

Observando-se a proporcao entre as células luteais grandes, pequenas
e intermediarias (Tabela 3), verifica-se que ha tendéncia de ter-se no inicio do
ciclo estral maior proporcdo entre células pequenas e células grandes nos
taurinos que nos zebuinos. Porém, para as proporgcdes entre células pequenas
e intermediarias e entre células grandes e intermediarias, ha uma tendéncia de
ter maior proporgdo nos zebuinos que nos taurinos. No final do ciclo estral
tende-se a ter maior proporcao entre células pequenas e células grandes nos
zebuinos que nos taurinos, e ocorrendo o contrario para as proporgoes entre
células pequenas e intermediarias e entre células grandes e intermediarias
onde os taurinos prevalecem sobre 0s zebuinos.

Mensurou-se ainda a area, o perimetro e o didmetro das células luteais
bovinas (grandes, pequenas e intermedidrias), conforme descrito a seguir nas
Tabelas 4,5 e 6.
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Tabela 4 — Valores médios e desvio padrio da area/um? das células luteais

bovinas (grande, pequena e intermediaria) de fémeas taurinas e zebuinas.

Animais Células Luteais Células Luteais Células Luteais
Grandes Pequenas Intermediarias

Grupo A 746,35 + 185,31 209,50 + 33,95° 410,73 + 44,81°

Grupo B 693,00 + 143,97 216,10 % 45,51 401,10 + 25,41

Grupo C 685,00 + 157,03 208,60 + 52,04 376,21 + 25,93

Grupo D 673,21 + 102,68 203,39 + 45,57 391,49 + 21,25

P> 0,05 pelo Teste de Wilcoxon rank-sum.
Legenda:

Grupo A — fémeas zebuinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo B — fémeas taurinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo C — fémeas zebuinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).
Grupo D — fémeas taurinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).

Na area média, os resultados encontrados ndo mostraram diferenga
(p<0,05) para os trés tipos celulares (grandes, pequenas e intermediarias). Nao

ha relato de outros autores para este parametro analisado.

Tabela 5 — Valores médios e desvio padrao do perimetro (em um) das
células luteais bovinas (grande, pequena e intermediaria) de fémeas

taurinas e zebuinas.

Animais Células Luteais Células Luteais Células Luteais

Grandes Pequenas Intermediarias
Grupo A 106,82 + 14,17 56,11 + 4,78 70,22 + 4,82
Grupo B 102,91 + 12,04 56,32 + 6,43 76,52 + 3,39
Grupo G 102,24 + 10,50° 55,66 + 6,68 76,22 + 3,24
Grupo D 100,75 + 8,08 54,75 + 5,93 76,23 + 3,00

P> 0,05 pelo Teste de Wilcoxon rank-sum.
Legenda:

Grupo A —fémeas zebuinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo B — fémeas taurinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo C — fémeas zebuinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).
Grupo D — fémeas taurinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).

No que se refere ao perimetro médio nao foi observada diferenca entre
taurinos e zebuinos (p<0,05) nos trés tipos celulares: grandes, pequenas e
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intermediarias, também neste parametro analisado, ndo ha registro de outros

autores.

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrao do diametro (em um) das
células luteais bovinas (grande, pequena e intermediaria) de fémeas

taurinas e zebuinas.

Animais Células Luteais Células Luteais Células Luteais

Grandes Pequenas Intermediarias
Grupo A 31,66 + 5,32 16,60 + 1,99° 23,14 + 0,98°
Grupo B 30,65 + 4,51 16,58 + 2,61° 22,82 + 1,54
Grupo C 30,14 + 4,06 16,35 + 2,63" 22,43 £ 2,90°
Grupo D 29,83 + 4,04 16,08 + 2,38" 22,20 + 1,88

P> 0,05 pelo Teste de Wilcoxon rank-sum.
Legenda:

Grupo A — fémeas zebuinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo B — fémeas taurinas do inicio do ciclo estral (3 — 5 dias).
Grupo C — fémeas zebuinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).
Grupo D — fémeas taurinas do final do ciclo estral (16 — 18 dias).

O diametro médio das células luteais pequenas e grandes foram de
aproximadamente 16 e 30 um, corroborando com os achados por LEI et al.
(1991) em taurinos, para as células pequenas em qualquer fase do ciclo e para
as grandes no final do ciclo, sendo diferentes no inicio e no meio do ciclo estral,
onde elas se equivaleram em tamanho as células luteais intermediarias do
presente estudo. J& ROBINSON et al. (2006) também trabalhando com
taurinos, encontrou valores de didmetro celular diferentes para luteais
pequenas e grandes, sendo que esta Ultima, ndo teve didmetro maior que
20um. Percebe-se que ndo ha ainda uma padronizacdo para classificacao
celular tomando como referéncia o didmetro médio de cada uma. Nos
resultados obtidos e demonstrados na Tabela 6, observa-se tendéncia do
didmetro médio das células luteais grandes, pequenas e intermediarias das
fémeas zebuinas ser maior que o diametro das fémeas taurinas, tanto no inicio
quanto no final do ciclo estral, apesar de néo ter observado diferenga (p<0,05).
Nao ha diferenca no didmetro das células luteais grandes, pequenas e
intermediérias (p>0,05), do inicio para o final do ciclo estral, contrariando os
achados por ROBINSON et al. (2006) onde o diametro da populagéo de células
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luteais pequenas néo foi afetado pela idade do CL, enquanto que o tamanho da
célula luteal grande aumentou no dia cinco ao dia oito, ndo suportando a
hipétese levantada por estes autores que as grandes células luteais sofrem
hipertrofia durante o desenvolvimento inicial do CL.

Quanto as caracteristicas ultra-estruturais das células luteais,
aparentemente, a analise das eletronmicrografias ndo demonstram diferencas
relevantes entre as células luteais grandes de animais zebuinos e taurinos,
tanto no inicio, como no final do ciclo estral.

Nos achados (Figura 3) verificou-se a presenca de mitocéndrias
circulares em ambas as células luteais pequenas e grandes em qualquer fase
do ciclo estral, independentemente da subespécie estudada, taurina ou
zebuina. Nas células luteais grandes verificou-se ainda a presenca de
mitocéndrias alongadas, fato este que ndo ocorreu nas células luteais
pequenas.

As células Iluteais grandes apresentaram um nucleo grande,
centralizado, com a presenca de granulos citoplasmaticos elétron-densos
espalhados pelo citoplasma, verificando-se ainda a presenga de raras gotas
lipidicas no citoplasma, concordando com os achados por WEBER et al. (1987)
e FIELDS & FIELDS (1996). Neste tipo celular ndo foram encontradas as
juncdes de aderéncia entre duas células grandes adjacentes, corroborando
com REDMER et al. (1991), WEBER et al. (1987) e FIELDS & FIELDS (1996).

Nas células luteais pequenas o nucleo apresentou-se em formato de
taca, verificou-se a presenca de gotas lipidicas no citoplasma em grande
quantidade, mostrando ainda pouquissimos granulos elétron densos
citoplasmaticos, corroborando com os achados por WEBER et al. (1987) e
FIELDS & FIELDS (1996). Nos limites entre estes tipos celulares adjacentes,
verificou-se a presenca de juncbes de aderéncia e digitagdes, concordando
com WEBER et al. (1987), FIELDS & FIELDS (1996) e REDMER et al. (1991)
qgue encontraram células luteais pequenas com contato através das jung¢des do
tipo "gap" entre elas, e entre elas e as luteais grandes.

Segundo MILVAE et al. (1996), os granulos secretérios presentes em
ambas células luteais grandes e pequenas, podem conter horménios tais como

oxitocina, neurofisina, relaxina, além da progesterona.
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Figura 3 — Eletronmicrografias de Corpo Luteo. Célula luteal grande (CG); Célula
luteal pequena (CP); Nucleo (N); Reticulo endoplasmatico granular (REG);
Cabeca de seta preta - granulos eletron-densos espalhados pelo
citoplasma; Cabeca de seta branca — gotas lipidicas espalhadas pelo
citoplasma. Seta preta - mitocOndrias esféricas espalhadas pelo
citoplasma. 3A - fémea taurina no inicio do ciclo estral (Aumento: 3.000x).
3B - fémea zebuina no inicio do ciclo estral (Aumento: 12.000x). 3C -
fémea zebuina no inicio do ciclo estral. Nucleo (N) em formato de taca
(Aumento: 4.400x). 3D - taurina no inicio do ciclo estral(Aumento: 7.000x).
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5 — CONCLUSOES

A quantidade de células luteais pequenas é maior que a de células
grandes, tanto no inicio, quanto no final do ciclo estral, independemente da
subespécie (taurina ou zebuina). Ha ainda maior propor¢cdo de células
pequenas em relacdo as grandes e intermediarias no inicio e final do ciclo,
tanto em taurinos quanto em zebuinos.

Os valores médios da area, do perimetro e do diametro mostraram-se
diferentes, porém sem diferenga (p>0,05) quer seja no inicio ou no final do ciclo
estral, quer seja na subespécie trabalhada - taurina ou zebuina.

Nao houve diferengas entre estruturas celulares de células luteais
grandes ou células luteais pequenas de fémeas taurinas e zebuinas, no inicio e

final do ciclo estral.
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