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RESUMO

Tubas uterinas de 21 novilhas mesticas Bos taurus taurus x Bos taurus indicus, em diferentes fases do
ciclo estral natural (estro, metaestro e diestro) ou induzido pelo tratamento superovulatorio (estro e
metaestro superovulados), foram avaliadas quanto a presenca de cistos intra-epiteliais e a caracterizag@o
histoquimica de seu conteudo. Verificou-se a ocorréncia de cistos intra-epiteliais nas tubas uterinas em
todos os animais, mais freqiientes nas regides do infundibulo e ampola. Eles ocorreram nos lados direito e
esquerdo, ipsi- e contralateral ao ovario ativo (foliculo pré-ovulatério ou corpo luteo), nas fases
estrogénica e progesterdnica do ciclo. No contetudo cistico, houve predominancia de mucinas neutras ¢
acidas carboxiladas, sendo as mucinas sulfatadas presentes em menor intensidade, e ndo se observou
glicogénio. Os resultados sustentam a hipotese de que esses cistos formam-se pela fusdo de luminagdes
intracitoplasmaticas e/ou vacuolos ciliados do epitélio tubario.
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ABSTRACT

Uterine tubes from 21 crossbred heifers (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus) at different phases of the
natural estrus cycle (estrus, metaestrus and diestrus) or submitted to superovulation (superovulated
estrus and metaestrus) were evaluated for the presence of intraepithelial cysts and for histochemical
labelling of its contents. All studied animals had intraepithelial cysts mainly in the infundibular and
ampullary regions. Such cysts were present regardless of the side of the uterine tube, ipsi- or
contralateral to the active ovary (preovulatory follicle or corpus luteum) or of the cycle phase (estrogenic
or progesteronic). Histochemical analysis revealed that neutral and acid mucins were the major
substances found within the cysts. Sulphated mucins were present in low amounts and glycogen was
absent. These results suggest that these cysts are probably formed by the fusion of intracytoplasmic
lumina and/or ciliated vacuoles of the uterine tube epithelium.
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Andlise histologica e histoquimica de cistos...

INTRODUCAO

As fungdes desempenhadas pelas tubas uterinas
envolvem processos que permitem a fertilizacao
dos ovdcitos e a manutengdo dos embrides até
sua chegada ao ttero. Na parte proximal ao ttero
(istmo), ocorre o processo de estocagem e
capacitacdo espermatica, além da manutencdo
dos embrides até que atinjam o estadio de 8-16
células; na parte média (ampola), ocorrem os
estadios finais de maturagdo dos ovdcitos e a
fertilizacdo, que se da na transi¢do ampola/istmo;
e a regido adjacente ao ovario (infundibulo) ¢
responsavel pela captagdo dos ovocitos recém-
ovulados. As secregdes presentes na luz tubaria,
principalmente as glicoproteinas, parecem ter as
seguintes funcdes: nutricional, facilitadora da
fusdo do espermatozdide com a zona pelucida
dos ovocitos, e inibidora da agdo imunologica
materna (Ellington, 1991).

As alteragdes morfofuncionais nas tubas uterinas
sdo causadoras de reducdo da fertilidade, sendo
relatadas diversas patologias nos animais
domésticos (McEntee, 1990; Nascimento e
Santos, 2003). Dentre elas estdo os cistos intra-
epiteliais na vaca (Donaldson, 1969; McEntee,
1990), na égua (Silva, 1991), na coelha (Odor,
1991) e na mulher (Hagiwara et al., 1997; Hunt e
Lynn, 2003). No entanto, nem a patogénese nem
o significado clinico desses cistos estdo definidos
(Donaldson, 1969; Odor, 1991; Hagiwara, 1994;
Hagiwara et al., 1997).

Em bovinos, o uso de tratamentos
superovulatdrios proporciona niveis circulantes
de estradiol-173 e progesterona maiores que
aqueles encontrados ao longo do ciclo estral
natural (Gradela et al., 1996; Chagas e Silva et
al., 2002), o que poderia produzir alteragdes no
metabolismo tubario, levando, inclusive, a maior
ocorréncia de cistos intra-epiteliais (Odor, 1991).

Este trabalho teve o objetivo de relatar a
ocorréncia e descrever os aspectos histologicos e
histoquimicos dos cistos intra-epiteliais tubarios,
em um grupo de novilhas mestigas, em diferentes
fases do ciclo estral natural ou superovulado.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas as tubas uterinas de 21 novilhas
mesticas Bos taurus taurus % Bos taurus indicus,
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distribuidas em cinco grupos, assim constituidos:
quatro fémeas no grupo de estro natural (Est),
quatro no grupo de metaestro natural (Meta),
quatro no grupo de diestro natural (Die), cinco
no grupo de estro superovulado (Estsup), e
quatro no grupo de metaestro superovulado
(Metasup). Os grupos superovulados receberam,
conforme Fonseca (1999), tratamento
intramuscular com FSH', na dosagem total de
350U1, subdivididas em doses decrescentes, em
intervalos de 12 horas, nos dias 10, 11, 12 e 13
do tratamento. No dia 12 do tratamento,
aplicaram-se 25mg de Dinoprost trometamina’,
por via intramuscular. Os animais foram
abatidos, conforme o grupo a que pertenciam, no
estro natural ou superovulado, metaestro natural
ou superovulado, ou diestro natural. Todas as
fémeas foram mantidas com um rufido, em um
unico lote, em regime de pastejo com
suplementagdo mineral e protéica’.

Apds o abate, colheram-se fragmentos dos
segmentos das tubas uterinas (infundibulo,
ampola, transicdo ampola/istmo e istmo), os
quais foram fixados em formol a 10%, neutro e
tamponado, por 24 horas. Em seguida a inclusao
em parafina, foram seccionados com cinco
micrometros de espessura, corados pelas técnicas
de hematoxilina e eosina, Alcian blue pH2,5,
Alcian blue pH2,5 apds hidrdlise acida, Alcian
blue pHO,5, periodic acid Schiff e periodic acid
Schiff apos digestdo por amilase salivar (Luna,
1968; Salles, 1977), e examinados por
microscopia de luz.

Utilizaram-se os critérios expressos na Tab. 1
para a caracterizagdo histoquimica do contetido
dos cistos.

Amostras do plasma sangiiineo dos animais
foram obtidas na data do abate, sendo
armazenadas a -20°C até o momento da
realizagio das dosagens de estradiol-17p* e
progesterona®, pela técnica de radioimunoensaio,
obtendo-se, respectivamente, erros intra-ensaio
de 7,0% ¢ 8,1%.

" FSH - Pluset, Calier do Brasil Ltda.

2 Dinoprost trometamina - Lutalyse, Rhodia Farma Ltda.
* Sopec 500 Engorda, Sopec Empreendimentos Ltda.

* Kit Estradiol e Kit Progesterona Maia, BioChem
ImmunoSystems.
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Tabela 1. Critérios para a caracterizacdo de glicogénio, mucinas e proteoglicanos pelos métodos
. ;. 1
histoquimicos

Método histoquimico”

Substancia PAS A-PAS ABpH2,5 _ ABpH0,5  H-ABpH2,5
Glicogénio X
Mucinas acidas e neutras X X
Mucinas acidas

Sulfomucinas X X X X

Carboximucinas X X X

Sialomucinas X X X x3
Proteoglicanos sulfatados X

"'Segundo Nogueira (1968), Silva et al. (1991) e Cook (1994).

2 PAS (periodic acid Schiff); A-PAS (periodic acid Schiff apos digestdo por amilase salivar); AB pH2,5 (Alcian blue pH2,5); AB
pHO,5 (Alcian blue pHO,5); H-AB pH2,5 (Alcian blue pH2,5 ap6s hidrolise acida).

3 A presenca de sialomucinas ¢ indicada pela redugdo da coloragio por Alcian blue pH2,5 ap6s hidrélise acida.

Compararam-se, pelo teste de McNemar, os diferenca entre as duas regides (Tab. 3). Segundo
resultados obtidos nas tubas ipsi-laterais frente as Donaldson (1969), os cistos ocorrem no
contra-laterais ao ovario ativo (aquele com infundibulo e na ampola, mas nunca no istmo de
foliculo pré-ovulatério ou corpo lateo). Pelo novilhas Hereford, enquanto que Odor (1991) os
mesmo teste, compararam-se as tubas do lado observou no istmo de coelhas em fase
direito com as do lado esquerdo, estrogénica.
independentemente da ipsi- ou contra-lateralidade
ao ovario ativo. Empregou-se o teste de qui- Tabela 2. Ocorréncia de cistos intra-epiteliais e
quadrado para a comparagdo entre animais em coloragdo do seu contetdo por técnicas
fase estrogénica (Est e Estsup) ou progesteronica histoquimicas', em tubas uterinas de novilhas
(Meta, Metasup e Die), e o teste exato de Fisher mesticas
para as comparacdes entre diferentes regides das Observagio Ocorréncia (%)
tubas uterinas. Os valores hormonais, entre os Presenca de cisto * 21/21 (100)
grupos experimentais, foram comparados pelos Coloragdo por AB pH2,5 20/20 (100)
testes de Kruskal-Wallis ¢ Mann-Whitney. Coloragdo por H-AB pH2,5 2021 (95)
Coloragéo por AB pHO0,5 06/18 (33)
Coloragao por PAS 19/20 (95)
o Coloragdo por A-PAS 19/21 (90
RESULTADOS E DISCUSSAO TAB pP;;Z,S ?Alcian blue pH2,5); H-AB pH2,5 (Al(ciar)l blue
pH2,5 apos hidrolise acida); AB pHO,5 (Alcian blue pHO,5);
Todos os animais apresentaram cistos intra- PAS (periodic acid Schiff); A-PAS (periodic acid Schiff apés

digestéo por amilase salivar).
2 Observagdo de sua ocorréncia em, pelo menos, uma das
tubas uterinas de cada animal.

epiteliais nas tubas (Tab. 2), preponderantemente
no infundibulo e na ampola, ndo havendo

Tabela 3. Ocorréncia de cistos intra-epiteliais e coloragdo histoquimica' de seu contetido, segundo a tuba
uterina e suas regioes em novilhas mesticas

Presenca de coloragdo histoquimica (%)
AB H-AB AB

Tuba/Regido Rl

. AN
cistos (%) pH2,5 pH2,5 pHO,5 PAS A-PAS
Esquerda
Infundibulo 15/20 (76)a 12/13 (92) 9/11 (82) 2/11 (18) 12/14 (86) 10/13 (77)
Ampola 12/20 (60)a 12/12 (100) 8/9 (89) 1/10 (10) 10/12 (83) 12/12 (100)
Ampola/Istmo 1/20 (5)b 1/1 (100) - - 1/1 (100) 1/1 (100)
Istmo 0/20 (0)b - - - - -
Direita
Infundibulo 16/21 (76)a 16/16 (100) 14/16 (88) 5/12 (42) 14/14 (100) 13/13 (100)
Ampola 13/21 (61)a 11/11 (100) 10/13 (77) 1/9 (11) 12/13 (92) 12/13 (92)
Ampola/Istmo 0/21 (0)b - - - - -
Istmo 0/21 (0)b -

" AB pH2,5 (Alcian blue pH2,5); H-AB pH2,5 (Alcian blue pH2,5 apés hidrélise acida); AB pH0,5 (Alcian blue pHO,5); PAS
(periodic acid Schiff); A-PAS (periodic acid Schiff apos digestdo por amilase salivar).
% Valores seguidos por letras distintas na coluna indicam diferengas entre si (P<0,05).
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A presenga de cistos intra-epiteliais nas tubas de
todos os animais é surpreendente, uma vez que
as novilhas se encontravam em diferentes fases
do ciclo estral e ndo pertenciam a nenhum grupo
geneticamente homogéneo.

Segundo McEntee (1990) e Nascimento e Santos
(2003), é escassa a descri¢do dessas lesdes em
bovinos, ao contrario do que ocorre na espécie
humana (Hagiwara, 1994; Hagiwara et al., 1997;
Hunt e Lynn, 2003). No entanto, os cistos intra-
epiteliais parecem ocorrer, com freqiiéncia, em
vacas no pos-parto (informagio verbal’).

Nao houve diferencas quanto a localizagdo (lado
direito ou esquerdo e ipsi- ou contra-lateral ao

ovario ativo) ou as caracteristicas histoquimicas
dos cistos intra-epiteliais (Tab. 4). O interesse
nesse tipo de investigacdo baseou-se em relatos
da existéncia de um mecanismo de
contracorrente que possibilitaria o transporte de
substdncias da veia para a artéria ovarica,
permitindo a agdo de hormodnios ovaricos, de
forma paracrina, sobre a tuba uterina (Verco,
1991; Hunter, 1999). Assim, poder-se-ia esperar
que houvesse ocorréncia preferencial de cistos na
tuba ipsilateral ao ovario ativo, esteja este
produzindo estradiol-17p ou progesterona, o que
ndo ocorreu. Da mesma forma, ndo se observou
diferenca entre as tubas direita ou esquerda
quando os dois ovarios estavam ativos (grupos
Estsup e Metasup).

Tabela 4. Nivel de significancia (valor de P) para os contrastes entre as tubas ipsi- ou contralaterais ao
ovario ativo e entre as tubas do lado direito ou esquerdo

Regido
Variavel ' Ipsilateral x contralateral Direita X esquerda
Infundibulo Ampola Infundibulo Ampola

Presenca de cisto 0,625 0,625 1,000 1,000
AB pH2,5 1,000 - 0,317 1,000
H-AB pH2,5 0,625 1,000 1,000 1,000
AB pHO0,5 1,000 1,000 1,000 1,000
PAS 1,000 1,000 0,157 1,000
A-PAS 1,000 1,000 0,317 1,000

" AB pH2,5 (Alcian blue pH2,5); H-AB pH2,5 (Alcian blue pH2,5 apés hidrélise acida); AB pHO,5 (Alcian blue pHO,5); PAS

(periodic acid Schiff); A-PAS (periodic acid Schiff apos digestdo por amilase salivar).

Donaldson (1969) relatou a presenga de cistos
intra-epiteliais em 18 novilhas Hereford
submetidas a administragdo diaria de oxitocina.
Como as novilhas tratadas responderam com a
diminuigdo do ciclo estral, o autor concluiu que a
presenga dos cistos poderia estar relacionada a
hiperestimulagdo estrogénica a qual as novilhas
foram submetidas. De maneira semelhante, Odor
(1991) verificou maior ocorréncia de cistos intra-
epiteliais em coelhas tratadas com estradiol-17f.

Neste trabalho, ndo houve estimulacio
prolongada das fémeas pelo estradiol-17f3, como
ocorreu nos de Donaldson (1969) e Odor (1991).
Assim, o curto tempo de estimulagdo estrogénica
que ocorre no estro, tanto natural quanto
superovulado, poderia ndao ser suficiente para
desencadear a formagdo de cistos intra-epiteliais.
A presenca de cistos em todas as novilhas

* Santos, R. L., informagao verbal.
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poderia ser atribuida aos baixos niveis
circulantes de progesterona, pois tratava-se de
animais que haviam atingido a puberdade
recentemente, estando ainda em seus primeiros
ciclos estrais.

Odor (1991) verificou a presenga de cistos intra-
epiteliais no istmo das tubas uterinas de coelhas
submetidas a elevados niveis circulantes de
estradiol-178. Isso ndo foi observado neste
experimento, ndo havendo cistos no istmo em
nenhuma fase do ciclo estral, nem mesmo
quando os niveis de estradiol-17 estavam
elevados.

A Tab. 5 mostra a idade e peso médios, bem

como os niveis circulantes de estradiol-173 e
progesterona dos animais ao abate.
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Tabela 5. Idade, peso corporal e perfil hormonal médios dos animais na data do abate, segundo os grupos

experimentais

1 Perfil hormonal
Grupo Idade (anos) Peso (kg) () (i) (E,/P, x10°)
Est 3,0£0,0 398,0 £30,2 10,27 + 1,75ab 0,18 £0,13a 127,23 £+ 154,05ab
Estsup 3,3%£0,5 374,0£ 17,9 27,40 £ 11,58b 0,65 = 0,42ac 78,38 £ 94,27a
Meta 2,7£0,6 366,3£18,6 12,23 £ 0,65ab 0,73 £ 0,12ab 16,90 £ 2,12ab
Metasup 3,5£0,6 397,5+£ 14,9 10,80 £ 1,24a 21,58 + 18,60bc 2,75 +£4,45b
Die 3,3£0,5 3683 +£374 16,55 + 10,55ab 11,55+ 7,07b 1,48 £ 0,26b

" Est = estro; Estsup = estro superovulado; Meta = metaestro; Metasup = metaestro superovulado; Die = diestro.

2 E,= concentragdo plasmatica de estradiol-17f; P,= concentracdo plasmética de progesterona. (E,/P, x10%)= relagdo entre as
concentragdes plasmaticas de estradiol-17f e progesterona multiplicada por mil.

Valores seguidos por letras distintas na coluna indicam diferencas entre si (P<0,05).

Em mulheres, Hunt e Lynn (2003) encontraram
maior ocorréncia de cistos intra-epiteliais apos a
menopausa. Entretanto, Hagiwara et al. (1997)
ndo mencionaram modificagdes na ocorréncia de
cistos intra-epiteliais em mulheres nessa
condicdo, mas observaram reducdo na ocorréncia
de luminagdes intracitoplasmaticas.

Existem trés tipos de cavidades encontradas no
epitélio de tubas uterinas de mulheres:
luminagdes intracitoplasmaticas (ICL), vacuolos
ciliados e cistos intra-epiteliais (Hagiwara et al.,
1997). As ICL parecem ser formadas pela fusdo
de granulos secretorios dentro do citoplasma que,
em seguida, fariam comunicacdo com a luz
tubdria. Os vactolos ciliados parecem ser
formados, segundo Odor (1991), por algum
distirbio nos mecanismos que determinam a
polarizagdo das células epiteliais ciliadas do
epitélio tubario, produzindo formagdes cisticas
ciliadas intra-epiteliais. Hagiwara (1994) chamou
os vacuolos ciliados de cistos ciliados e sugeriu a
participagdo deles na formacdo da superficie
ciliada do epitélio tubario da mulher, ndo os
considerando resultado de falhas no processo de
polarizagdo  celular, como  anteriormente
proposto por Odor (1991).

Segundo as observacdes de Hagiwara et al.
(1997), ao redor dos cistos intra-epiteliais ha
concentragdo de ICL e vactliolos ciliados, cuja
fusdo seria, provavelmente, o mecanismo de
formagédo de tais cistos. Hipotese semelhante foi
postulada por Odor (1991) em coelhas.

A Fig. 1 mostra cistos intra-epiteliais corados por

diferentes métodos. No presente experimento,
foram observados, algumas vezes, fragmentos
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celulares, tais como estruturas semelhantes a
nucleos picnoticos, no interior dos cistos intra-
epiteliais (Fig. 1B). Essa parece estar de acordo
com a hipdtese de Donaldson (1969) de que, em
novilhas Hereford, a histogénese dos cistos
estaria associada a lise celular.

As técnicas histoquimicas utilizadas permitiram
verificar que nem todos os cistos intra-epiteliais
de um mesmo animal apresentavam contetido, e
ndo se observaram diferencas entre os grupos
experimentais quanto ao seu  padrio
histoquimico.

Segundo os critérios de caracterizagdo
histoquimica de glicogénio e glicoproteinas da
Tab. 1, percebeu-se que, praticamente, ndo ha
glicogénio no contetido dos cistos, uma vez que a
coloragdo PAS foi positiva em 95% dos casos,
mantendo-se a positividade (90%) apds a agdo da
amilase salivar (A-PAS). Além disso, a
colorag@o positiva por AB pH2,5 em 100% dos
animais indica a presenga generalizada de
mucinas acidas no contetdo cistico, sendo que a
manutenc¢do da coloragdo apos a hidrdlise acida
(H-AB pH2,5), em 95% dos casos, indica que se
tratam de sialomucinas. Houve, também,
coloragdo por AB pHO0,5, em 33% dos casos,
indicando a presenca, de forma menos intensa,
de sulfomucinas e/ou proteoglicanos sulfatados
(Tab. 2).

Hunt e Lynn (2003) também ndo encontraram
glicogénio no interior dos cistos intra-epiteliais
de mulheres, mas, contrariamente aos achados
deste experimento, ndo identificaram mucinas no
seu conteudo.
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Figura 1. Fotomicrografias de cictos intra-epiteliais na tuba uterina.

A) infundibulo (Meta) com cisto intra-epitelial com projegdes citoplasmaticas em seu interior (»). HE — 89,0X;
B) infundibulo (Est) com cistos intra-epiteliais, contendo secregéo (a) e restos celulares (b). HE — 89,0X;

O) ampola (Est) com cistos intra-epiteliais com contetdo PAS positivo (). PAS — 111,3X;

D) ampola (Est) com cisto intra-epitelial com conteado AB pH2,5 positivo (). AB pH2,5 — 111,3X.
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A presenca de granulos intracitoplasmaticos,
contendo mucinas acidas, nas células secretoras
da ampola de vacas, foi relatada por McDaniel et
al. (1968). A identificagdo de uma matriz
granular fina de densidade variada e fragmentos
degenerados de cilios no interior dos vactiolos
ciliados de coelhas (Odor, 1991), bem como a
observacdo de polissacarideos periodato-reativos
(PAS positivo) no interior de ICLs de mulheres
(Hagiwara et al., 1997), aliam-se aos achados
histoquimicos do conteido dos cistos intra-
epiteliais neste experimento, reforgando a teoria
de que esses Ultimos se formam a partir da fusdo
de vactolos ciliados e/ou ICLs (Odor, 1991;
Hagiwara et al.,1997).

McDaniel et al. (1968) identificaram, também, a
presenca de  granulos de  glicogénio
intracitoplasmaticos, principalmente nas células
secretoras da ampola da tuba uterina de vacas.
Lindenbaum et al. (1983) os verificaram nas
células ciliadas das fimbrias do infundibulo da
mulher, durante a fase estrogénica do ciclo
menstrual,  possivelmente  associados  ao
metabolismo celular. Assim, a auséncia de
glicogénio no interior dos cistos intra-epiteliais
pode ser um indicio de que seu contetido se trata
de secrecdo e/ou coalescéncia de granulos
intracitoplasmaticos de mucinas, mas ndo de
granulos de glicogénio.

CONCLUSOES

Houve presenca generalizada de cistos intra-
epiteliais nas tubas uterinas, com maior
ocorréncia deles no infundibulo e na ampola, ndo
se observando diferenca entre as fases do ciclo
estral, nem com relagdo a ipsi- ou
contralateralidade ao ovéario, com corpo liteo ou
foliculo pré-ovulatorio. Os cistos intra-epiteliais
apresentam mucinas no seu interior, mas nio
glicogénio, o que fortalece a hipotese de que a
formagdo deles se da pela fusdo de luminagdes
intracitoplasmaticas e/ou vacuolos ciliados.
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