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RESUMO

Avaliaram-se a propor¢do volumétrica dos constituintes do corpo IUteo e a distribuicdo de células ldteas
com granulos citoplasmaticos no corpo liteo de animais Nelore ao longo da gestagdo e em animais ndo
gestantes. Foram coletados ovarios com corpos liteos de 24 animais abatidos em frigorifico. Os animais
foram distribuidos em dois grupos: gestantes e ndo gestantes. A idade gestacional foi determinada pela
medicdo do comprimento apicocaudal do feto. Os ovérios foram distribuidos segundo o trimestre
gestacional: primeiro — gestacdo de até 90 dias; segundo — de 91 a 180 dias; e terceiro — de 181 a 270
dias. Os corpos luteos, processados para inclusdo em paraplast, foram avaliados em microscopio de luz.
Na proporgao volumétrica do corpo luteo, os constituintes avaliados foram citoplasma e nucleo de células
luteas, tecido conjuntivo e fibroblastos, células endoteliais e pericitos e vasos sanguineos. A propor¢do
volumétrica de citoplasma de células luteas reduziu de 46,1+2,8% para 37,9+3,5% e a de nlcleo de
células lateas reduziu de 9,2+1,0% para 6,2+1,0%, do primeiro para o segundo trimestre. A propor¢éo de
tecido conjuntivo e fibroblastos aumentou de 20,9+5,4%, no primeiro trimestre, para 34,0+4,2%, no
segundo trimestre. Granulos citoplasmaticos foram evidenciados pelas técnicas histoquimicas xylidine
ponceau e azul de bromofenol, que indicam sua provavel composi¢do proteica. A quantidade de células
maiores com granulos aumentou significativamente de 2,3+1,9%, no primeiro trimestre, para
25,5+20,3%, no segundo. A proporgdo volumétrica de citoplasma e nucleo de células liteas diminuiu ao
longo da gestacéo, e a de tecido conjuntivo aumentou. A quantidade de células lGteas maiores contendo
granulos também aumentou ao longo da gestacéo.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate, in cycling and pregnant Nelore cows, the volumetric
proportion of the corpus luteum and the distribution of lutein cells with cytoplasmic granules. Twenty
four ovaries with corpus luteum were collected in a slaughterhouse. The ovaries were distributed into two
groups: pregnant and non-pregnant cows. The group of pregnant cows was divided according to the
stage of pregnancy, by the crown-rump fetus length: 1% third - until 90 days, 2™ third - between 91 and
180 days and 3" third - between 181 and 270 days. The corpus luteum were processed for inclusion in
paraplast, and slides were stained for analysis in light microscopy. The constituents quantified in the
volumetric proportion were: lutein cells cytoplasm and nucleus, connective tissue and fibroblasts,
endothelial cells and pericyte and blood vessels. The volumetric proportion of lutein cells cytoplasm
decreased significantly from 46.1+2.8% to 37.9+3.5%, and also decreased significantly in the nucleus
from 9.2+1.0% to 6.2+1.0% between the first and the second trimester of pregnancy. The amount of
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connective tissue and fibroblasts increased significantly throughout gestation, with 20.9+5.4% on the first
trimester and 34.0+4.2% on the second. Granules were evidenced by the histochemical technique of
Xylidine Ponceau and Bromophenol blue, indicating their probable protein composition. The amount of
lutein cells with granules increased throughout gestation, but significant difference was observed only
between the first (2.3£1.9%) and second trimester (25.5+20.3%). The cytoplasmic and nucleus volumetric
proportion decreased during pregnancy and the volumetric proportion of connective tissue increased.
The amount of lutein cells with granules increased throughout pregnancy.

Keywords: Nelore cow, corpus luteum, histology, cytoplasmic granules

INTRODUCAO

O corpo lateo € uma glandula endécrina ovariana
transitéria, que secreta progesterona durante a
fase Iutea do ciclo estral e durante a gestacdo
(Rodgers et al., 1988). A progesterona é
essencial na manutencdo da gestacdo (Siiteri e
Stites, 1982) e, em animais ndo gestantes, regula
0 comprimento do ciclo estral (McCracken et al.,
1999).

O corpo liteo apresenta 67,9% de seu
volume ocupado por células esteroidogénicas,
constituidas pelas células luteas maiores e pelas
celulas lateas menores. As células luteas maiores
apresentam formato esférico ou poliédrico, com
nicleo grande e arredondado e nucléolo
proeminente, e se originam das células da
granulosa do foliculo ovulatério e das células
luteas menores, o que justifica o aumento da
guantidade de células luteas maiores ao longo da
vida do corpo lateo (O'Shea et al., 1989).
Contém granulos densos dispersos no citoplasma
tanto no corpo lateo ciclico quanto no
gestacional (Alila e Hansel, 1984) e sdo
responsaveis pela producdo de pelo menos 80%
da progesterona proveniente do corpo lGteo
(Niswender et al., 1985). J& as células lteas
menores apresentam forma estrelada, citoplasma
mais escuro que as células lGteas maiores
(Senger, 2003), 10 a 20um de didmetro, e S0
provenientes das células da teca interna (Hansel
etal., 1987).

A distribuicdo e o conteddo dos granulos
citoplasmaticos das células liteas em animais
gestantes ainda ndo sdo bem conhecidos. Fields
et al. (1992) observaram que granulos secretérios
citoplasméaticos ocorrem nas células Ildteas
maiores e menores, contudo apenas as células
maiores possuem estes em abundancia. Ja
Kohsaka et al. (2001) descreveram as células
liteas maiores como as Unicas que contém
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granulos secretorios citoplasmaticos no corpo
luteo.

Segundo Fields et al. (1992) e Kohsaka et al.
(2001), existem pelo menos trés populacbes
distintas de granulos nas células luteais maiores.
A primeira contém ocitocina e é observada ao
longo do ciclo estral e até os 25 dias de gestacéo.
A segunda populacéo de granulos, composta por
granulos pequenos, comeca a se formar apos 0s
45 dias de gestacdo, atingindo pico entre os dias
180 e 210, e sua composicdo ndo é conhecida. Ja
a terceira, composta por granulos de relaxina, ou
granulos grandes, apresenta-se escassa aos quatro
meses de gestacdo, aumenta apds o sétimo més e
apresenta pico préximo ao parto.

O conhecimento sobre a morfologia e a fisiologia
do corpo liteo da vaca Nelore é fundamental no
desenvolvimento e na melhoria de biotecnias
reprodutivas que envolvem o controle do ciclo
estral e da ovulagdo ideais para essa raca.
Existem diferencas fisiolégicas entre o corpo
luteo ciclico e o gestacional na espécie bovina.
Contudo, h& pouca informagdo sobre o corpo
luteo gestacional da vaca Nelore, 0 que motivou
a realizacdo deste experimento.

O objetivo deste estudo foi avaliar a propor¢éo
volumétrica e a presenca e distribuicdo de
granulos citoplasmaticos nas células luteais do
corpo ldteo da vaca Nelore ao longo da gestagao
e em animais ndo gestantes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), sob o
protocolo n°. 247/2013.

Aparelhos reprodutivos de fémeas Nelore foram
coletados logo ap6s o abate, no frigorifico Santa
Vitéria, no municipio de Contagem, MG, e
avaliados em relacdo ao estadio fisioldgico,
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como gestantes ou ndo gestantes. Ovarios que
continham corpos ldteos funcionais foram
coletados e pré-fixados em formalina neutra
tamponada a 10% por periodo inferior a quatro
horas.

A determinagdo do periodo gestacional foi feita
com base na medida do comprimento
apicocaudal dos fetos, utilizando-se a férmula
proposta por Richardson (1996): X = 2,5 (Y +
21), em que X é a varidvel idade da gestacdo
(dias) e Y representa 0 comprimento apicocaudal
(cm).

Com base na avaliagdo do estadio fisiologico do
animal, os ovarios foram divididos em dois
grupos: ovarios de animais gestantes e ovarios de
ndo gestantes. Apds a medicdo do comprimento
apicocaudal do feto, foi feita a separacdo dos
ovarios de animais gestantes em grupos segundo
o trimestre da gestacdo: 1° terco — gestacdo de
até 90 dias (seis animais); 2° terco — gestagédo de
91 a 180 dias (seis animais); e 3° terco —
gestacdo de 181 a 270 dias (seis animais). O
grupo de animais ndo gestantes também foi
composto por seis animais, de forma que o
experimento utilizou ovérios de um total de 24
animais.

Os corpos lateos foram dissecados dos ovérios e
fixados em formalina neutra tamponada por 48
horas; em seguida, permaneceram em solucéo de
alcool a 70% até o momento do processamento
histoldgico. Os tecidos foram incluidos em
paraplast (Paraplast Plus®, paraplast, Sigma,
EUA), segundo a metodologia descrita por
Michalany (1980), e cortados em micrétomo
manual com 3p de espessura. Foram feitas as
coloragGes hematoxilina-eosina, tricromico de
Gomori, xylidine ponceau e azul de bromofenol.

A proporcdo volumétrica dos constituintes do
corpo luteo foi avaliada em laminas coradas em
hematoxilina-eosina. Os componentes
observados foram citoplasma e nlcleo de células
liteas maiores e menores, células endoteliais e
pericitos, tecido conjuntivo e fibroblastos e vasos
sanguineos. As proporgdes volumétricas foram
obtidas pelo método estereométrico, utilizando-
se ocular integradora Zeiss KPL 10x, com
reticulo de cinco linhas horizontais e 25 pontos
equidistantes, acoplada a uma objetiva de 40x.
Foram examinados aleatoriamente 35 campos
por l&mina, em varredura horizontal. Os
resultados foram expressos em porcentagem
sobre um total de 875 pontos por corpo lGteo
(Neves et al., 2002).

Laminas coradas em tricromico de Gomori foram
utilizadas na avaliagdo da presenca e da
distribuicdo de granulos citoplasmaticos em
células lateas. Foram contabilizadas 200 células
lUteas por corpo liteo em campos aleat6rios em
varredura horizontal (Mandarim de Lacerda,
1995), utilizando-se a ocular integradora Zeiss
KPL 10x, com reticulo de cinco linhas
horizontais e 25 pontos equidistantes, acoplada a
uma objetiva de 40x. A caracteristica
histoquimica dos grénulos foi avaliada em
laminas coradas em xylidine ponceau e azul de
bromofenol.

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso. Realizou-se andlise das médias por
estatistica descritiva e analise de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da proporc¢éo volumétrica do corpo
IUteo de animais gestantes, nos trés tercos da
gestacdo, e de ndo gestantes estdo apresentados
na Tab. 1.

Tabela 1. Médias e desvios padrdo da proporcdo volumétrica dos constituintes do corpo ldteo de vacas

Nelore gestantes e ndo gestantes

Grupo CCL NCL CEP TCF VS

1° trimestre 46,13+2,84a 9,16+1,03a 2,97+1,53ab 20,93+5,39a 7,65%6,32a
2° trimestre 37,88+3,50b 6,21+1,02b 4,22+1,66a 34,04+4,17b 4,49+2 91a
3° trimestre 38,46+3,08b 6,04+1,32b 1,79+0,85b 34,61+2,48b 4,19+1,30a
N&o gestante 40,91+3,85ab  6,64+1,08b 2,26%1,96b 36,76+2,51b 5,73£3,91a

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
1° trimestre: 0-90 dias de gestacdo; 2° trimestre: 91-180 dias de gestagdo; 3° trimestre: 181-270 dias de gestagao;
CCL - citoplasma de células luteas; NCL — nucleo de células liteas; CEP — células endoteliais e pericitos; TCF —

tecido conjuntivo e fibroblastos; VS — vasos sanguineos.
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Houve reducdo no volume do corpo liteo ocupado
por citoplasma e nucleo de células liteas do
primeiro para o segundo tergo, concomitantemente
a um aumento na proporcdo volumétrica de tecido
conjuntivo. Esse resultado é compativel com o
processo natural de regressdo luteal na gestagdo, no
qual se observa declinio na proporcdo de células
esteroidogénicas e substituicdo dessas por tecido
conjuntivo. Segundo Fields e Fields (1996),
somente a partir dos 200 dias de gestacdo € que se
observa consideravel declinio na proporcdo de
células luteas em decorréncia da lute6lise, contudo,
no presente estudo, essa reducdo foi observada na
transicdo do primeiro para o segundo terco da
gestacéo.

A maior propor¢do volumétrica de vasos
sanguineos foi observada no primeiro ter¢co da
gestacdo, contudo ndo houve diferenca significativa
entre 0s quatro grupos. Essa ocorréncia é
compativel com o trabalho de Hojo et al. (2009),
que observaram maior expressdo de fatores
angiogénicos durante a fase de desenvolvimento do
corpo lateo em relacdo a fase madura, o que poderia
justificar a maior proporcéo de vasos sanguineos no
primeiro terco gestacional. Ainda, foi observada
maior proporcdo de células endoteliais e pericitos
no segundo terco da gestacdo. Houve redugdo, com
diferenca significativa, entre o segundo terco e o
terceiro, e entre 0 segundo e o grupo de ndo
gestantes. A redugdo da propor¢do de células
endoteliais e pericitos verificada entre o segundo e
0 terceiro terco é compativel com o processo de
lutedlise, que se inicia com a reducdo do fluxo
sanguineo luteal. Xavier et al. (2011) encontraram
reducdo, com diferenga estatistica, quando
compararam a proporcdo de células endoteliais e
pericitos entre o primeiro e segundo tercos apenas.

As técnicas histoquimicas xylidine ponceau e azul
de bromofenol, utilizadas para evidenciar estruturas
de composigdo proteica no tecido luteal, foram
eficientes em evidenciar granulos citoplasmaticos
em células luteas, o que indica a provavel
constituicdo proteica desses granulos (Fig. 1).
Granulos citoplasméticos foram observados apenas
no citoplasma de células liteas maiores (Fig. 2). O
resultado da contagem de células lteas contendo
granulos citoplasmaticos esta disposto na Tab. 2.

Foi observado aumento numérico gradual da
quantidade de células com granulos do inicio para o
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final da gestacdo, com diferenca significativa
apenas entre o primeiro e 0s outros tergos. Esse
resultado foi semelhante ao encontrado por Xavier
et al. (2012), que verificaram que esses granulos
estdo presentes em maior quantidade ao final do
segundo terco e durante o terceiro terco da
gestacdo. A auséncia de granulos citoplasméticos
em células lateas menores sugere que essas células
apresentam menor atividade em relacéo as células
maiores e talvez menor participacdo no processo de
lutedlise e na manutencédo da gestagéo.

No tecido luteal dos animais ndo gestantes
avaliados, foram encontradas apenas duas células
contendo granulos citoplasmaticos. Tal resultado
sugere que o conteldo desses granulos ndo seria
importante durante o ciclo estral, mas apenas
durante a gestagdo, quando estdo presentes em
maior quantidade. Esse achado indica que os
granulos observados ndo contém ocitocina, pois
normalmente sdo observados ao longo de todo o
ciclo estral. E possivel que, em animais nio
gestantes, o corpo liteo ndo apresente tempo de
vida suficientemente longo para a produgdo desses
granulos de natureza proteica, ou a funcdo dos
granulos ndo seria importante durante o ciclo estral,
mas apenas durante a gestacdo, quando estdo
presentes em maior quantidade.

Apesar de a técnica utilizada neste trabalho néo ter
possibilitado a diferenciagcdo de granulos maiores e
menores, é provavel que os granulos encontrados
representem a populacdo de granulos pequenos
descrita por Fields et al. (1992), pois foram
observados em todos os trimestres da gestagdo e
praticamente ndo foram visualizados no tecido
luteal de animais ndo gestantes. Segundo Fields et
al. (1985), granulos semelhantes observados no
corpo lateo de porcas contém relaxina, e ja foi
detectada reacdo positiva pela imuno-histoquimica
para relaxina no corpo liteo bovino ao final da
gestacdo. Contudo, foi demonstrado que a relaxina
do corpo liteo gestacional da vaca esta contida
apenas nos granulos maiores; o conteddo dos
granulos  pequenos permanece desconhecido
(Kohsaka et al., 2001). E possivel que esses
granulos participem de algum processo fisiologico
endécrino importante na manutencdo da gestagao
ainda ndo conhecido. A maior quantidade de
células com granulos ao final da gestagdo pode ser
ainda um indicio de que esses granulos estejam
envolvidos no processo de lutedlise ou parto.
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Figura 1. Vaca Nelore. Fotomicrografias de corpo lGteo de animal gestante, mostrando em A) tecido
luteal aos 218 dias de gestacdo (3° tergo); coloracdo: azul de bromofenol. Em B) tecido luteal aos 275
dias de gestacdo (3° terco), com células lGteas contendo granulos citoplasmaticos (seta); coloragéo:
xylidine ponceau.
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Figura 2. Vaca Nelore. Fotomicrografia de corpo liteo de animal gestante. Tecido luteal aos 218 dias de
gestacdo (3° tergo) com células liteas maiores (M) e menores (m), granulos citoplasmaticos em células
luteas maiores (seta) e fibroblastos circundando células lGteas (cabeca de seta). Coloragéo: tricromico de
Gomori.

Tabela 2. Total de células liteas maiores e menores do corpo liteo de animais gestantes e ndo gestantes
gue contém ou ndo contém granulos no citoplasma, sob um total de 200 células

Grupo Com granulos Sem granulos Com granulos Sem granulos
1° trimestre 2,331£1,94a 78,5+7,55ab 0 19,17+7,46a
2° trimestre 25,50+20,34b 56,50+20,82bc 0 18,00+2,85a
3° trimestre 39,75+25,07b 38,17+18,63c 0 18,75+3,25a
N&o gestante 0,17+0,26¢ 82,42+7,43a 0 17,42+7,36a

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

A proporcéo volumétrica de citoplasma e nucleo
de células luteas diminuiu ao longo da gestagéo,
enquanto do primeiro para o segundo trimestre
houve aumento de tecido conjuntivo, assim como
da quantidade de células luteas maiores contendo
granulos citoplasmaticos.
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